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El uso amplio de Bacillus thuringiensis (Bt) para el control de lepidópteros plaga 
de importancia económica en la agricultura se basa en que esta bacteria puede 
producir una o más endotoxinas, las cuales son responsables de los daños 
patológicos a nivel de intestino medio, pero existe poca información de la 
regulación de la respuesta inmune innata de insectos después de la exposición 
a Bt. En el presente trabajo nos propusimos estudiar el papel de la inmunidad 
innata en Trichoplusia ni después de la exposición a Bt, y determinar si la 
respuesta inmune está involucrada en las diferencias en susceptibilidad a Bt. 
Inicialmente se analizó la expresión de péptidos antimicrobianos (PAMs) por 
RT-PCR en tiempo real en larvas de T. ni expuestas a los bioinsecticidas a 
base de Bt Dipel® y Xentari®.  Después se inhibió la activación de PAMs 
específicos por medio de ARN de interferencia (RNAi). Entre los resultados 
más notables encontramos que al exponer a Bt se disminuía la expresión de 
los PAMs atacina, defensina, cecropina, gallerimicina, gloverina, lebocina y 
lisozima; mientras que se sobreexpresaba el receptor de peptidoglucanos 
(PGRP). Después se produjo RNAi dirigido al transcrito PGRP en el vector 
L4440, introducido en la cepa HT115 de Escherichia coli. Posteriormente, se 
sometieron larvas neonatas a Bt combinado con el RNAi dirigido al gen PGRP 
y se encontró que cuando se inhibía este gen, se incrementaba la 
susceptibilidad a Bt. Poco se conoce del impacto que tienen los 
inmunosupresores en la respuesta inmune de T. ni. Para determinar su papel 
en la respuesta inmune de T. ni, se midió la producción de fenoloxidasa en la 
hemolinfa. Los resultados mostraron una disminución en los niveles de 
fenoloxidasa en relación al control cuando se sometia a inmunosupresores. 
Específicamente encontramos que al aplicar  ciclosporina A o feniltiourea se 
incrementaba la susceptibilidad a Bt.  Estos datos presentados pueden 
confirmar que la inmunidad innata de T. ni juega un papel importante en su 








Bacillus thuringiensis (Bt) has been used worldwide for Lepidoptera biocontrol 
of agriculture important pests. Bt biocontrol potential relies on the ability to 
produce one or more endotoxins, which are responsible of Lepidoptera 
pathological midgut damage, leading in many cases to insect death. Regulation 
of the insect’ innate immune response after Bt exposure needs is not fully 
understand. The aim of the present work was to study the regulation of 
Trichoplusi ni innate immune response after Bt exposure and to determine if 
immune response is involved in T. ni showing differences in susceptibility to Bt.  
We first analyzed antimicrobial peptides (AMPs) expression onXentari® and 
Dipel® exposed T. ni larvae by using real time RT-PCR. Then we inhibit specific 
AMPs activation by using interference RNA (RNAi). Results showed that after 
Bt exposure, the attacine, defensine, cecropine, gallerimecine, gloverin, 
lebocine and lysozyme gene expression was diminished, whereas 
peptidoglycan receptor (PGRP) was over-expressed.  RNAi directed to PGRP 
transcript was produced in L4440 vector, using the Escherichia coli HT115 
strain.  T. ni neonates were then exposed to this RNAi and we observed that, if 
PGRP gene was inhibited, susceptibility to Bt was increased. In order to study 
the role of immune-suppressors on Bt susceptibility, phenoloxidase (PO) 
production in T. ni hemolymph was evaluated.  Results showed that PO 
production diminished after immune-suppressors exposure, compared with the 
unexposed control. Specifically, after cyclosporine A or phenylthiourea immune-
suppressors application, T. ni susceptibility to Bt increased.  Based on our 
results, we can conclude that T. ni innate immune response is regulated by and 









Las pérdidas en cultivos de interés económico ocasionadas por factores 
ambientales se ven incrementadas por la presencia de fitopatógenos e insectos 
plaga. El uso constante de insecticidas de origen químico y biológico  
(bacterias, hongos, nemátodos, protozoarios y virus entomopatógenos), ha 
ocasionado la aparición de poblaciones de insectos plaga resistentes; este 
fenómeno se ha presentado asimismo en la aplicación de los planes de manejo 
integrado de plagas debido a la disminución de susceptibilidad de las 
poblaciones de insectos a la infección por organismos entomopatógenos 
utilizados como control biológico. La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) se ha 
utilizado en el país como el principal bioinsecticida, principalmente para el 
control de larvas de lepidópteros. Debido a lo anterior se han realizado 
investigaciones para determinar los mecanismos fisiológicos de los insectos 
que evitan la infección de patógenos, tales como los cambios en receptores de 
toxinas, detoxificación a nivel de intestino, modificación de pH, cambios en la 
flora microbiana y recientemente el papel de la inmunidad innata como 
mecanismo de modulación y susceptibilidad a microorganismos patógenos. Los 
mecanismos de defensa de los insectos involucran reacciones de tipo celular y 
humoral. Algunos mecanismos para evitar patógenos incluyen endurecimiento 
de la exocutícula, melanización del invasor para inmovilizarlo mediado por la 
fenoloxidasa (FO), fagocitosis, nodulación y la producción de péptidos 
antimicrobianos que se acumulan en la hemolinfa. Actualmente, se tienen 
reportes parciales de los mecanismos de inmunidad innata presentes en los 
insectos durante la infección con Bt, y las diferencias en la susceptibilidad al 
mismo. Anteriormente habíamos reportado diferencias en la expresión de 
péptidos antimicrobiales (PAMs) en un insecto que mostraba diferencias en la 
susceptibilidad a ciertas toxinas Cry de Bt, Trichoplusia ni (Lepidoptera: 
Noctuidae), conocido como gusano falso medidor, insecto plaga que reduce el 
rendimiento de hortalizas. El presente estudio se enfocó en el análisis de la 
inmunidad innata usando este insecto como modelo para tratar de relacionar su 
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efecto en la susceptibilidad a Bt cuando se interrumpe o afecta la respuesta 
inmune. Con el fin de detectar si los cambios en la modulación del sistema de 
defensa en insectos plaga durante los procesos infectivos con Bt podrían 
modificar la susceptibilidad, especialmente en poblaciones que han 
desarrollado tolerancia a uno o más productos bioinsecticidas utilizados para el 
control biológico del mismo. Por lo tanto, nuestra propuesta se divide en dos 
fases: la primera fue la de determinar si los niveles de expresión génica de la 
inmunidad innata están modificados en relación a las diferencias de 
susceptibilidad, ya que dicha expresión nos apoyaría para seleccionar los 
genes blanco. La segunda fase se enfocó en comprobar la modulación de los 
genes involucrados en la inmunidad innata, por medio del bloqueo 
transcripcional por ARN de interferencia dirigido a estos genes, como una 
nueva estrategia de disminución de los mecanismos inmunes presentes en el 
proceso de defensa contra la infección por entomopatógenos y así incrementar 









La inmunidad innata en Trichoplusia ni es regulada en respuesta a la 
exposición con bioinsecticidas elaborados a base de Bt, y  la expresión de 
mediadores relacionados a la respuesta, tanto humoral como celular, es 
variable entre poblaciones de insectos que presentan diferencias en la 





3. OBJETIVO GENERAL 
 
 
Analizar y modular la inmunidad innata en el lepidóptero de importancia 
económica Trichoplusia ni por medio de RNAi e inmunosupresores y 






3.2 OBJETIVOS ESPCÍFICOS 
 
 
1. Determinar la dosis letal media de dos bioinsecticidas elaborados a base de 
B. thuringiensis (Bt) en larvas neonatas de Trichoplusia ni. 
 
 
2. Detectar y clonar los transcritos que codifican para genes involucrados en la 
inmunidad innata en Trichoplusia ni. 
 
 
3. Producir dsRNA de los genes involucrados en la inmunidad innata  
 en el vector L4440 regulado por la cepa de Escherichia coli HT115. 
 
 
4. Inhibir los genes sobrexpresados durante la exposición con Bt involucrados 
en la inmunidad innata en T. ni (atacina, defensina, cecropina, gallerimicina, 




5. Análizar la actividad fenoloxidasa en la hemolinfa en diferentes fases de 
desarrollo de T. ni. 
 
 
6.  Inhibición de la actividad fenoloxidasa en Trichoplusia ni por medio de 
drogas utilizadas como inmunosupresores. 
 
 
7. Efecto de la inhibición de la actividad fenoloxidasa en T. ni por medio de 
inmunosupresores y su efecto en la susceptibilidad a Bt. 
 
 
8.  Efecto del bloqueo postranscripcional por medio de dsRNA del gen PGRP 
sobrexpresado durante la exposición con Bt y observar su efecto en las 











4.1 Inmunidad innata en insectos 
 
Durante la evolución, los insectos han desarrollado un complejo y 
efectivo sistema de inmunidad innata, aparentemente diferente al sistema 
inmune adquirido de los vertebrados. El mecanismo de la selección clonal en 
los insectos no es evidente ya que no existe memoria, los mecanismos de 
defensas son rápidos y permanecen por pocos días y promueven una 
resistencia fuerte contra las infecciones microbianas. La primera línea de 
defensa puede ser ambiental, en la que el insecto evita entrar en el contacto 
con el potencialmente agente infectivo. La segunda línea de defensa está 
formada por las barreras mecánicas y fisiológicas a la entrada del agente 
infeccioso, como el exoesqueleto y las enzimas digestivas y/o el pH del 
intestino medio. Si un patógeno logra la entrada en el insecto encontrará un 
complejo inmunitario el cual comprende distintos sistemas, ambos celulares y 
humorales, los cuales están coordinados para protegerse de una invasión por 
microorganismos (Vizioli y cols., 2002). Los mecanismos de defensa en 
insectos están mediados o estimulados por reconocimientos de componentes 
de superficie de microorganismos: en Gram negativas son los lipopolisacáridos, 
en Gram-positivas los peptidoglucanos, y en hongos el -1-3 glucano (Fig.2). 
Así también, la defensa se manifiesta por reconocimiento de distintos 
patógenos y desencadena mecanismos de transducción de señales que 
desencadenan la expresión de péptidos antimicrobianos (PAMs), factores de 
opsonización, cascadas de serín proteasas, etc. (Fig. 3). La respuesta inmune 
en insectos se manifiesta como inmunidad humoral procesada en tres 
diferentes reacciones; melanización mediada por PO, serin proteasas y 
precusor de formación de quinonas y melanina, coagulación de la hemolinfa y 
síntesis de PAMs. La inmunidad celular está dada o efectuada hacia 
microorganismos o hacia células apoptóticas que son fagocitadas o capturadas 












































Figura 2.- Mecanismos de defensa en insectos. 
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Figura 3. - Regulación de la inmunidad innata en insectos y Activación de 
señales de transcripción mediado por distintos patógenos (Ip, 2005). 
 
 
4.1.2 Respuesta humoral de insectos 
 
Melanización: es la formación del pigmento melanina que contiene 
quinonas y aniones de superóxido y son tóxicos a microorganismos. La 
melanina es sintetizada por la enzima fenoloxidasa (FO) que es activada por 
cascada de serin-proteasas y se produce la proenzima profenoloxidasa (proFO) 
que es sintetizada en los hemocitos y después liberada por ruptura celular y 
transportada a la cutícula como fenoloxidasa, o depositada alrededor de los 
parásitos encapsulados. Principalmente esta vía de activación se inicia en la 
hemolinfa reconociendo los componentes lipopoliscaridos de unión de 
superficie de patógenos y se activa el receptor asociado a la señalización de 
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vías inmunidad como el PGRP o el βGRP, posteriormente se inicia la cascada 
activando la proteasa HP14 y HP21 las cuales cortan y activan la proteasa 3 
activadora del precusor profenoloxidasa (PAP3) e interactuan con serin 




















Figura 4 - Señalización y activación de la melanización mediado por la actividad 
fenoloxidasa en Manduca sexta (Kanost y cols. 2010). 
 
 
Coagulación de la hemolinfa: en los insectos hay dos mecanismos de 
coagulación, uno de ellos ha sido descrito en la cucaracha Leucophaea 
maderae (Fabricius) donde la polimerización de las proteínas del coágulo son 
catalizadas por transglutaminasa dependiente de calcio y liberada por los 
hemocitos: las proteínas coagulantes son la lipoforina y la vitelogenina. El otro 
tipo de coagulación ha sido estudiado en el cangrejo herradura Lymulus 
polyphemus (L.). En este, actúan los lipopolisacáridos (LPS) o peptidoglicanos 
(1-3)-B-D-glucano, mediando la activación de la coagulación activada por 
medio de la cascada de las serin-proteasas. 
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Proteínas de respuesta inmune; la tercera reacción humoral a la 
infección es rápida y es mediante una síntesis de una batería de PAMs. La 
síntesis principal es en el cuerpo graso, pero también se sintetizan en 
hemocitos, células epiteliales de la cutícula, intestino, glándulas salivales y el 
tracto reproductor. Estos péptidos son diversos en estructura, los péptidos 
maduros son anfipáticos y actúan hacia membranas y eliminan a células 
extrañas por lisis. En respuesta a cada infección se sintetizan PAMs, los cuales 
actúan sobre diferentes componentes de la envoltura microbiana. Entre los 
péptidos que se activan para la respuestá inmune se han descrito atacinas, 
cecropinas, diptericinas, drosomicinas, defensinas, lebocinas, gloverinas y 
lisozimas. 
 
4.1.3 Reacciones celulares de insectos 
 
Fagocitosis: las células con actividad fagocítica usualmente representan 
una subpoblación de hemocitos de insectos y consta de células granulares y 
plasmatocitos. Ambos son responsables primarios de la fagocitosis. Las 
moléculas de la superficie de las células fagocíticas de insectos exhiben 
similitud a los receptores encontrados en las células fagocíticas de mamíferos. 
 
Formación de nódulos: Durante la formación del nódulo los insectos 
agregan hemocitos para atrapar bacterias. Los nódulos pueden adjuntarse a 
los tejidos para ser encapsulados. Se ha reportado que la lectina de insectos, 
llamada escolexina, está involucrada en la formación de nódulos en el 
lepidóptero Manduca sexta (L.). Esta escolexina es producida en tejido 
epidermal y en células de intestino medio. 
 
Encapsulación: la encapsulación es un mecanismo de defensa 
multicelular donde la cápsula es formada por traslapes de capas de hemocitos 
y es formada alrededor de protozoarios, nemátodos y huevecillos de larvas 
parásitas. La encapsulación no induce expresión de PAMs, pero si está 
asociado con la melanización, en la cual contribuye a la eliminación del 
patógeno (Vilmos y cols., 1998). 
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Se han investigado los efectos patogénicos de bacterias y reacciones de 
defensa en insectos, como respuesta a infecciones causadas por virus, 
hongos, protozoarios, nemátodos y parásitos. Los insectos exhiben resistencia 
particular a infecciones. Esta resistencia consiste en un sistema de inmunidad 
innata, que contiene órganos compuestos (cuerpo graso) y de diferentes tipos 
de hemocitos, además dependen de una amplia gama de péptidos 
antimicrobianos (PAMs) los cuales responde al estimulo y la defensa contra 
patógenos (Haine y cols, 2008).  
 
 
4.2 PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAMs) 
 
Se han descubierto un gran número de PAMs en diferentes organismos, 
como en mamíferos, plantas e insectos. Estas moléculas son constitutivas y la 
gran mayoría necesitan de una inducción o un estímulo. Estos péptidos son 
catiónicos anfipáticos y de estructura secundaria, la cual tiene una alta afinidad 
con las membranas bacterianas, las cuales están cargadas negativamente, con 
LPS en la membrana exterior y fosfolípidos aniónicos, tales como el 
fosfatidilglicerol y la cardioloipina. En contraste, la membrana celular exterior de 
mamíferos está compuesta de fosfolípidos zwitteriónicos de carga neutra, tales 
como la fosfatidil-colina y la esfingomielina en la que los péptidos tienen poca 
afinidad debida a su baja hidrofobicidad. Otra diferencia química es la 
composición de las membranas de procariotes, que poseen esteroles, mientras 
que los eucariotes contienen colesterol, el cual estabiliza la membrana, la cual 
protege a las células eucariotas del péptido magainina de vertebrados (Fig. 5). 
Se considera que estos péptidos logran matar bacterias por 
permeabilización o disrupción de la membrana bacteriana. En adición de 
magainina o taquiplesina, en Escherichia coli induce una reversión intracelular 
de los iones K+ y ocurre una reducción en la viabilidad celular. Los péptidos 
imponen una curvatura positiva en las membranas y expanden la cabeza polar 
del poro toroidal que se encuentran de forma natural en las membranas para la 
semi-permeabilización, donde los péptidos pueden translocar hacia los lados 
del poro y hacia el interior, ocurriendo una desintegración del poro, ya que 
ocurre una aumento en las cargas positivas dadas por el péptido y deja 
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inestable al poro: consecuentemente, ocurre una disrupción irreversible de la 
membrana (Fig. 6). Los mecanismos fisicoquímicos en la superficie celular 
contribuyen a la rápida eliminación del microorganismo y la prevención de 
desarrollo de resistencia. Algunos de los mecanismos de resistencia por los 
microorganismos están dados por mecanismos enzimáticos como proteasas, 
que evaden la acción antimicrobiana o por mutaciones que impidan la 
especificidad e interacción con los lípidos y por lo tanto los péptidos anfipáticos 
puedan unirse débilmente a las células patógenas por interacción hidrofóbica 
(Matsuzaki y cols., 2001). 
 
 
Figura 5. Interacción y reconocimiento de moléculas de membrana, pared de 
















Péptido  antimicrobiano 
 25 
 
Figura 6. Formación del poro por los péptidos antimicrobianos (Matsuzaki y 
cols., 2001). 
 
Los PAMs se codifican en genes que se expresan a partir del fragmento 
de ARN mensajero. El producto primario es una pre-proteína de 62 a 170 aa, 
posteriormente procesada para la formación del péptido maduro activo, que es 
de pH básico, debido a que las membranas bacterianas generalmente tienen 
cargas negativas. La evolución de los genes de estos péptidos, se ha 
transferido horizontalmente. Sin embargo, el número de exones e intrones se 
conserva entre las especies. Los péptidos antimicrobianos se agrupan de 
acuardo a sus propiedades químicas y bioquímicas, principalmente por su 
estructura tridimensional; sin embargo, la característica principal entre ellos es 
la presencia o no de cisteína (Cis). Por lo tanto los PAMs se agrupan en 4 
grupos: péptidos lineales sin Cis, péptidos lineales sin Cis pero con otros 
residuos aminoacídicos como glicina y prolina, péptidos con un puente 
disulfuro, péptidos con dos o más puentes disulfuro (Tabla 1) (Villaruel y cols., 

























4.2.1 Péptidos antimicrobianos en insectos 
 
Bacterias inyectadas en el hemocelo de los insectos conducen a la 
expresión de una gran cantidad de PAMs y otras proteínas, las cuales son 
secretadas en la hemolinfa. El cuerpo graso es el tejido primordial de la síntesis 
de estas proteínas. También pero en menor proporción se sintetizan en los 
hemocitos y otros tejidos como en la región oral, glándulas salivales, túbulos de 
malpighi, intestino medio y células pericardiales (Fig. 7). Los PAMs pueden 
inducirse en células epidérmicas por un estímulo en la cutícula. Algunos 
péptidos han sido estudiados intensamente en pocas especies de insectos, 
como en H. cecropia, M. sexta, Bombyx mori (L.), Drosophila melanogaster 
(Meigen)y S. peregrina. La lisozima de los insectos se expresa 
constitutivamente, pero puede ser inducida por una pobre inducción 
microbiana. Estas lisozimas pesan 14 kDa y guardan similitud a la lisozima del 
pollo. La expresión de la lisozima es altamente inducida por bacterias, 
primariamente en el cuerpo graso, en donde se ha observado su expresión en 
el intestino medio de D. melanogaster (Ourth y cols., 1994). 
      
 
Figura 7. Expresión de péptidos antimicrobianos en diferentes tipos de tejido en 






Las cecropinas son péptidos de 4 kDa y tienen amplio espectro de 
actividad contra bacterias Gram positivas y negativas. Estos péptidos poseen 2 
-hélices anfipáticas. Estos actúan sobre lípidos de membranas y generan una 
disrupción y desintegración por lo que producen una lisis bacteriana (Ourth y 
cols., 1994).  
 
Las atacinas/sarcotoxinas II, son proteínas inducidas por bacterias y 
pesan alrededor de 20-28 kDa y han sido identificadas en lepidópteros y 
dípteros. Estas proteínas no son de amplio espectro y son activas solamente 
contra bacterias Gram negativas: previenen la división celular por inhibición de 
la biosíntesis de las proteínas de la membrana exterior (Ourth y cols., 1994). 
 
Las diptericinas pesan alrededor de 9 kDa y poseen dominios ricos en 
glicina en la región carboxilo terminal, son efectivas sólo contra Gram 
negativas. Funcionan al igual que las atocinas (Ourth y cols., 1994). 
 
Otra familia distinta de los PAMs de insectos son las defensinas, las 
cuales fueron originalmente descubiertas en S. peregrina y en Protophormia 
terraenovae (Robineau-Desvoidy) y fueron llamadas sapecinas. Las defensinas 
afectan solamente bacterias Gram-positivas. Las defensinas están presentes 
en Dípteros, Coleópteros, Hemípteros y Odonatos. Estas secuencias presentan 
una alta similitud con las defensinas de mamíferos. Las defensinas de insectos 
son de 29-34 aminoácidos y contienen seis residuos conservados de cisteínas, 
ligadas a tres puentes disulfuro. Estudios de resonancia magnética nuclear 
indican que la molécula de la defensina consiste de un asa N- terminal seguida 
por una  -hélice que está ligada a través de puentes disulfuro a dos cadenas  
-antiparalelas en la región C- terminal. Las defensinas actúan sobre la 
membrana citoplasmática bacteriana y terminan rompiendo las células por 
formación de canales en la membrana. (Ourth y cols., 1994). 
 
Se han identificado una familia de PAMs ricos en prolina, los cuales son 
de 18-34 aminoácidos, las apiadecinas de himenópteros, abecina de Apis 
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mellifera, drosocina y metchikowina de D. melanogaster, metalnikowinas de 
hemípteros como Palomena prasina (L.), pyrrocoricina del hemíptero 
Pyrrochoris apterus (L.),  y lebocina de B. mori. La prolina constituye un 25% 
del total de estos péptidos. La drosocina, la metchnikowina y la lebocina son 
glicosilados en los residuos de treonina, donde aparentemente es importante 
para su actividad antimicrobiana. Estos péptidos son aparentemente activos 
contra membranas celulares bacterianas. Otros PAMs que son ricos en glicina 
son coleoptericina y holotricina de Holotrichia diomphalia (Bates-Bates), son 
ricos en residuos de glicina y son activas contra Gram-negativas. Estos 
péptidos son de 42 residuos de aminoácidos. La moricina es activa contra 
bacterias Gram-positivas y negativas. El péptido tanatina, con secuencia similar 
a la brevinina de rana, fue aislada del hemíptero Podisus maculoventris Say; 
esté péptido es activo contra bacterias Gram-negativas y positivas. La gallisina, 
de 75 kDa, fue aislada de la hemolinfa de Galleria mellonella (L.); este péptido 
daña la membrana exterior y lisa células de E. coli y Pseudomonas aeruginosa 
(Ourth y cols., 1994).  
 
Por otra parte se han identificado múltiples péptidos en los distintos 
órdenes y familias de artrópodos en la que resalta D. melanogaster, el 
organismo más estudiado para conocer la inmunidad en insectos. 
Posteriormente se han secuenciados distintos genomas como el de abeja, 
escarabajo rojo y gusano de seda, de los cuales también se han utilizado de 


























Figura 8. Familia de genes de artrópodos involucrados en la inmunidad innata 




4.2.2 Péptidos antimicrobianos en lepidópteros 
 
Los insectos lepidópteros son conocidos por producir factores 
antimicrobianos en la hemolinfa en respuesta a una inyección con bacterias; los 
factores más caracterizados son las cecropinas y las atacinas aisladas de H. 
cecropia, con un peso molecular alrededor de 4 -7 kDa. Se ha demostrado que 
la respuesta inmune humoral en Heliothis virescens (F.) es inducible con 
bacterias, en donde se encontró la expresión en péptidos parecidos a 
cecropinas y atacinas extraídos de la hemolinfa y que tienen actividad in vitro 
contra bacterias Gram-negativas y contra envolturas de virus (Ourth y cols., 
1994). 
 
Los insectos lepidópteros son conocidos por producir factores 
antimicrobianos en la hemolinfa en respuesta a un estímulo mediado por un 
patógeno. Se ha demostrado que la respuesta inmune humoral en H. virescens 
es inducible por bacterias, en donde se encontró la expresión en péptidos como 
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cecropinas y atacinas extraídos de la hemolinfa y que tienen actividad in vitro 
contra bacterias Gram-negativas y contra envolturas de virus (Ourth y cols., 
1994, 1996). 
 
Actualmente en el lepidóptero plaga T. ni se han encontrado genes 
involucrados en la respuesta inmune, en los cuales han sido inducidos y 
expresados a la exposición de agentes no patogénicos como Micrococcos 
luteus y Escherichia coli (Tamez-Guerra y cols., 2008). Entre los genes que se 
han expresado y se ha determinado su función en la defensa contra patógenos 
están: atacina (antiviral), cecropina (antibacteriano, antiviral), defensina 
(antibacteriano), gloverina (antifúngico), gallerimicina (antifúngico), hemolina 
(antiviral), lebocina (antifúngico), y lisozima (antibacteriano) (Freitak y cols., 
2007). 
 
En un estudio se comprobó que la cecropina aislada de la hemolinfa de 
H. virescens forma pequeños poros en la membrana celular y causó lesiones 
en E. coli; estos poros producen la lisis y perdida del contenido citoplasmático y 








Figura 9. Foto de microscopio electrónico. Efecto de la cecropina en 
Escherichia coli. A) Bacteria sin tratar (16,000 x); B) Bacteria sometida al 
péptido cecropina (20,000 x). 
 
 
La proteína atacina se expresa en el lepidóptero H. cecropia en 
respuesta a infección con bacterias, donde se ha observado que las atacinas 
contienen tres regiones hidrofóbicas en la parte N- terminal. La atacina inhibe el 
crecimiento de bacterias Gram-negativas, incrementa la permeabilidad de la 
A B 
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membrana externa e induce la inhibición de la síntesis de proteínas a nivel 
transcripcional, donde los lipopolisacáridos juegan un papel importante en el 
estímulo para la expresión de la atacina (Carlsson y cols., 1998). 
 
Se ha reportado en la hemolinfa de H. virescens una molécula 
hidrofóbica rica en cisteínas con actividad antifúngica y actividad contra 
bacterias Gram-positivas y, ocasionalmente, contra Gram-negativas, donde se 
le encontró similitud con las defensinas de insectos y también tuvo una alta 
similitud con la drosocina de D. melanogaster (Lamberty y cols., 1999). Esta 
molécula se le ha denominado heliomicina y se le encontró actividad contra las 
levaduras Candida albicans y Cryptococcus neoformans (Lamberty y cols., 
2001).  
En otro experimento, a H. virescens se le inyectó la bacteria 
Enterobacter cloacae en el quinto estadío larvario y como prepupa. Los 
resultaron mostraron que se incrementó la actividad de la lisozima en la 
hemolinfa. La lisozima es importante en el desarrollo de la especie, ya que esta 
proteína está involucrada en la metamorfosis. Esta proteína tiene un peso 
molecular de 16 kDa y es homóloga a las lisozimas de M. sexta y G. mellonella 
(Kyung y Ourth, 2000a). Posteriormente, en un experimento similar se utilizó un 
sistema de cromatografía de filtración en gel y se observó una proteína de 12 
kDa la cual no había sido identificada en insectos y no pudo ser reconocida por 
el anticuerpo contra cecropina B. Por lo tanto, a está proteína se le denominó 
viresina y tiene actividad antibacterial contra bacterias Gram-negativas (Kyung 
y cols., 2000b). 
 
     Por medio de la técnica de despliegue diferencial por PCR se 
pudo aislar un gen de respuesta inmunitaria en T. ni, el cual fue inyectado con 
bacterias usando amplificaciones de PCR. Después del estimulo, se encontró 
una alta similitud con las atacinas de H. cecropia. Posteriormente, el gen fue 
clonado y secuenciado y se le encontró un sitio de módulo “G” (regiones ricas 
en glicina) característica de la atacina. Está secuencia que se oBtuvo de la 
atacina posee dos intrones, y por ensayos de RT-PCR se observó un 
incremento de la expresión del transcrito de la atacina a las 20 h de ser 
estimulada con bacterias (Kang y cols. 1996). 
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Por medio de la misma técnica, se oBtuvo un DNA complementario 
similar al de las gloverinas; este gene fue inducido con estímulo bacteriano. 
Este gen codifica para 174 aminoácidos, es reducido a 14 kDa y es idéntico a 
las gloverinas de Helicoverpa armigera (Hübner) y Hyalophora gloveri 
(Strecker). Esta proteína fue detectada en la hemolinfa y hemocitos de las 
larvas de T. ni infectadas con bacterias. Además, es estimulada con LPS e 
inhibe la síntesis de proteínas de la membrana exterior, lo cual incrementa la 
permeabilidad de la membrana (Kang y cols.,  2002).  
 
Con está misma técnica también se obtuvo un DNA complementario que 
codifica para la lebocina en T. ni, donde estos transcritos fueron encontrados 
en cuerpo graso y en hemocitos. La expresión se logró ver a las 20 h y 
continuó expresando hasta las 60 h después de la inyección bacteriana. La 
proteína es deducida a una proteína rica en prolinas y contiene en total 128 
aminoácidos, y también se le encontró, como en otras lebocinas, un sitio de 
glicosilación. Esta lebocina tiene una alta similitud con la lebocina de B. mori 
(Liu Gang y cols., 2000). 
 
Como hemos mencionado anteriormente, los mecanismos de inmunidad 
innata en insectos son primordiales para su adaptación y estabilidad; sin 
embargo, algunos patógenos han desarrollado estrategias de evasión contra la 
inmunidad entre los mecanismos que están involucrados son: degradación de 
PAMs por proteasas, inhibición de la respuesta celular e inhibición de la 
transcripción de genes involucrados en la respuesta inmune, estos tipo de 











4.3 Vías de señalización en inmunidad innata en insectos y mamíferos 
 
Los insectos tienen dos vías inmunes de señalización, y ambas llevan a 
la activación del factor de transcripción Rel. Una de ellas da respuesta 
primariamente a hongos y a infección de bacterias Gram-positivas, y la otra vía 
responde a LPS por infección con bacterias Gram-negativas. La vía antifúngica 
requiere componentes del receptor transmembranal rico en leucinas (TLR´s) 
por medio de la señalización de Toll, ya que éstas vías son requeridas durante 
el desarrollo dorsoventral embrionario. La inducción de Toll/vía antifúngica 
conlleva a la activación de dos homólogos de NF-kB de insectos, llamados 
Dorsal y Dif, resultando en la producción de péptidos antifúngicos tales como la 
drosomicina. Dorsal es requerido en la etapa temprana de la embriogénesis 
para el desarrollo del axis dorsoventral dependiente de Toll. Dif es requerido 
para la inmunidad antifúngica en moscas adultas, donde se ha considerado 
tanto como Dorsal o Dif son suficientes para la sobrevivencia de la larva.  En 
contraste, la vía antibacterial es inducida por LPS y requiere del tercer 
homólogo de NF-kB, Relish, el cual activa la expresión de PAMs tales como la 
diptericina. Relish es sintetizado como una proteína precursora de NF-kB, que 
es cortada y activada en respuesta a infecciones bacterianas o tratamientos 
con LPS. Algo interesante pasa con el péptido cecropina, ya que puede ser 
activado por ambas vías ya sea por antibacterial o antifúngica (Silverman y 
cols., 2001). En algunos casos un mecanismo es usado directamente a 
aparatos de transcripción a distintos pasos tales como las respuestas a 































Figura 10. Receptores involucrados en el reconocimiento de patógenos 
(Strand, 2008) . 
 
 
Por otra parte, en el reconocimiento de componentes extracelulares de 
patógenos están implicados los peptidoglucanos, los cuales son reconocidos 
por las proteínas de reconocimiento de peptioglucanos (PGRP). Todos los 
PGRPs de invertebrados contienen un dominio similar a la amidasa tipo 2 lítica 
de peptidoglucano procariota, pero solo algunos tienen actividad enzimática y 
otros PGRPS juegan un papel fundamental en el reconocimiento de patógenos. 
En D. melanogaster para discriminar entre Gram – y Gram + se reconocen las  
variantes de peptidoglucanos. La vía de Toll es activada por Gram + y hongos 
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e induce la síntesis de péptidos, incluyendo el antifúngico drosomicina. El 
reconocimiento de peptidoglucanos tipo lisina, los cuales son encontrados en 
Gram +, es mediado por PGRP-SA y PGRP-SD.  La vía Imd es activada por 
Gram – y es mediado por el reconocimiento del ácido diaminopimélico tipo 
peptidoglucano (DAP), el cual es especifíco para el PGRP-LC; esta activación 
induce la expresión de PAMs y activa la defensa contra hongos y bacterias 
























Figura 11. Mecanismos transduccionales en la activación transcripcional de 
genes que codifican para reacciones involucradas en la defensa en insectos 







4.3.1 Regulación genética de la inmunidad de insectos 
 
Algunos factores de transcripción y señales de transducción son 
procesados e involucrados en la regulación de genes de respuesta inmunitaria 
en insectos. Los mecanismos moleculares son similares en mamíferos. La 
comparación de regiones río arriba de genes de inmunidad (atacina) del 
Hyalophora cecropia (L.) y D. melanogaster, tienen similitud con regiones 
promotoras de unión al factor de transcripción NF-kB en mamíferos. La atacina 
tiene actividad similar al NF-kB de mamíferos y tienen una importante 
regulación en los genes de inmunidad en insectos. En H. cecropia, la proteína 
nuclear, que es un factor inmunoresponsable de cecropia (CIF), se une a 
secuencias de NF-kB y se induce por infección bacteriana. CIF es similar en 
tamaño al NF-kB de mamíferos. Está proteína fue aislada de la línea celular de 
Sarcophaga peregrina (Sarpe). En los insectos existen dos proteínas que 
contienen proteínas como Rel, relacionados con la familia Rel de NF-kB. Una 
de éstas es el factor inmune relacionado a Dorsal (DIF). Este último está 
involucrado en la activación transcripcional de cecropinas y contiene sitios 
similares a NF-kB. La otra proteína es Dorsal y se expresa en el embrión. 
Dorsal es altamente expresada en cuerpo graso de adultos y es sobre-
expresada en estímulo a bacterias. La translocación de Dorsal hacia el núcleo 
es controlada en el desarrollo embrionario por la vía de señalización de Toll. 
Toll es un receptor transmembranal rico en leucinas; este receptor es homólogo 
al receptor interleucina-1 (IL-1) en mamíferos. La proteína IkB de insectos es 
conocida como cactus; en está existe una degradación similar como en 
mamíferos, mediante una degradación controlada por una fosforilación de 
serinas. La unión al ligando Toll resulta en una disrupción del complejo de las 
proteínas dorsal con cactus, este último es homólogo al inhibidor IkB de NF-kB 
en mamíferos. Cuando cactus es liberado por fosforilación, dorsal se mueve 
hacia el núcleo donde actúa como factor de transcripción de genes 
involucrados en la inmunidad en los insectos (Gillepsie y cols., 1997; Bulet y 
cols., 1999). De tal manera se observa una similitud en los mecanismos de 
activación de Dorsal y Dif de Drosophila durante el desarrollo temprano de 
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inmunidad antifúngico con alta homología requerida para la activación de NF-





Figura 12.  Mecanismos de activación de genes de respuesta inmune en 
mamíferos e insectos y  su homología en la transducción de señales (Hoffmann 






El uso de inmunosupresores en invertebrados ha sido muy poco común, 
debido a que estas drogas son utilizadas para suprimir el sistema inmunitario 
en pacientes con transplantes, para disminuir procesos de rechazo por 
respuesta inmune. Como modelo de estudio se han evaluado en algunos 
insectos como es el caso de D. melanogaster, en el cual utilizaron el inhibidor 
de eicosanoides, la dexametasona. Este experimento constó de inyectar a la 
larva dexametasona y posteriormente la retaron contra un parasitoide, y 
observaron que había parasitismo en menor tiempo comparado con un control, 
por lo tanto se concluyó que la dexametasona disminuía los niveles de 
respuesta celular contra parasitoides (Carton y cols., 2002). 
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En estudios recientes se han utilizado inmunosupresores para modular 
la vía de melanización y los resultados apoyan el papel de la FO cuando se 
observan diferencias en la susceptibilidad a entomopatógenos y su 
participación en la evasión contra ellos. En una investigación reciente, 
Broderick y cols., (2010) se encontraron que al usar inmunosupresores de 
eicosanoides (dexametasona y esculetina) se incrementaba la susceptibibilidad 
a Bt (Dipel) en Limantria dispar (L.), debido a la supresión de la FO, lo cual se 
relaciónó a la melanización, y se relacionó con la susceptibilidad a Bt. En otro 
estudio se observó el efecto de la aplicación del inmunosupresor ciclosporina A 
en G. mellonella, en el cual se observó una reducción de la expresión del PAM 
cecropina y los niveles de actividad de lisozima (Fiolka y cols., 2008). 
 
En otro reporte en la polilla de la harina Ephestia kuehniella Zeller donde 
expusieron a Bt y analizaron la inmunidad innata por medio de la melanización, 
encontraron que una cepa tolerante a Bt tenía una mayor reacción de 
melanización, concluyendo que la melanización es un mecanismo de 
detoxificación al Bt (Rahman et al, 2003). Otro reporte en donde analizaron el 
efecto de un inmunosupresor del sistema de defensa mediado por la FO, en el 
cual utilizaron el metabolito tropolona, el cual es un potente inhibidor de la FO, 
encontraron que al retar al insecto con este inmunosupresor había un 
incremento en la susceptibilidad al Bt (Rahman y cols., 2007). 
 
 
4.5 RNA de Interferencia en Insectos 
 
Actualmente, la técnica con RNA de interferencia (RNAi) se ha utilizado 
para bloquear la expresión de genes, en la cual el RNAi o RNA de doble 
cadena (dsRNA) se une a su gen específico, provocando la activación de 
enzimas como DICER y RISC, lo cual lleva a la degradación y por lo tanto la 
inhibición de la proteína de interés. Estos mecanismos se han utilizado para 
inhibir genes en la mayoría de los organismos procariotas, eucariotas y virus  






Figura.13. Mecanismo de RNA de interferencia (Price y cols., 2008). 
 
 
En los insectos se ha observado y demostrado inhibición de la expresión 
de genes con RNAi. Entre los ejemplos destacan la mosca de la fruta D. 
melanogaster, la garrapata Boophilus sp., el mosquito Anopheles gambie Giles 
(Ghanim y cols., 2007) y recientemente en Lepidópteros (Fang y cols., 2010). 
 
En cuanto a la inhibición de los genes de inmunidad mediada por RNAi, 
en lepidópteros se ha utilizado en H. cecropia para observar el papel de la 
proteína de inmunidad hemolina, que está encargada de modular a los 
hemocitos para que activen la respuesta celular contra patógenos. En el 
estudio bloquearon con RNAi la expresión de la hemolina a nivel de huevecillo 
y el resultado fue que los embriones resultantes desarrollaron deformaciones, 
 42 
encontrando el papel de la hemolina en la diferenciación embrionaria (Terenius 
y cols., 2006). 
 
Otro estudio in vitro en la línea celular TN-368 de T. ni evaluaron la 
infección del virus AcMNPV, en la cual se conoce que la apoptosis esta 
ampliamente relacionada en la disminución de la infección y la replicación viral. 
Desarrollaron un modelo para inhibir la apoptosis bloqueando un precusor 
como la caspasa, donde encontraron que al inhibir este gen, observaron que se 
incrementaban los niveles replicación viral y su infección (Bryant y cols., 2007). 
 
Recientemente se han realizado estudios para inhibir la expresión de genes 
en respuesta a entomopatógenos y en particular a Bt, como una forma de 
analizar la participación de estos genes y sus proteínas en la infección por este 
patógeno. En este sentido, Rodriguez y cols., (2010) inhibieron por ingestión 
dsRNA en la dieta el gen SPT6 de Spodoptera frugiperda (Hübner), y redujeron 
la toxicidad de la toxina Cry1Ca1 de Bt. En un estudio similar al anterior 
inyectaron RNAi en larvas del tercer estadio de Plutella xylostella (L.) y 
oBtuvieron una disminución en la susceptibilidad a la toxina Cry, confirmando la 
participación del receptor de la caderina con la toxicidad a la misma (Yang, 
2009). En otro estudio encontraron la asociación de la expresión de la Map 
Kinasa p38 cuando se sometía a Manduca sexta (L.) a la toxina Cry ---, y 
observaron que se reducía la expresión génica de mismo, pero no analizaron si 
había un diferencia en la susceptibilidad a la toxina (Cancino y cols., 2010).  
 
Debido a que el silenciamiento por RNAi ha revolucionado el estudio de 
la función de genes, particularmente en insectos lepidiopteros, se ha observado 
que es difícil la estandarizaciónde la inhibición. De hecho se han encontrado 
más resultados negativos que positivos en alrededor de 150 experimentos 
publicados en relación de genes inhibidos involucrados en la inmunidad. Se ha 
encontrado que la zona de mayor dificultad para silenciar es en el epitelio y 
cutícula, además de requerir de altas concentraciones de ingesta de dsRNA. 
En los estudios que se ha observado mayor frecuencias de silenciamiento es 
por inyectado en el hemocele (Terenius y cols., 2010). 
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Recientemente se han implementado las estrategias de silenciamineto 
mediado por dsRNA, en el cual se produce dentro de un bacteria y se agrega a 
ingestar para el bloqueo de genes en invertebrados en el cual han utilizado a 
Caenorhabdithis elegans (Timmons y cols., 2001). Este sistema es utilizando el 
vector L4440 y la cepa de E. coli usada es la HT115 la cual es deficinete de la 
enzima ARNasa III involucrda en la degradación de dsRNA. Este sistema se 
confirmo en C. elegans cuando se bloqueo la expresión de la proteína verde 
fluorescente (GFP) mediante la ingesta de la cepa HT115 expresando el 
dsRNA especifico de la GFP por medio del vector L4440. Esta técnica de 
silenciamineto se empleo impregnando una placa de agar y se sometieron a 
larvas juveniles de C. elegans transgenicas para GFP y se observo la 
disminución de la expresión de GFP a las 48 h. (Timmons y cols., 2003). En 
otros estudios en los que han utilizado este sistema para bloquear genes en C. 
elegans han dirigido la interferencia para genes invlocrados en la inmunidad en 
la que han encontrado resultados satisfactorios (Troemel y cols., 2008).  
 
En otro estudio similar pero utilizando este sistema se empleo para 
bloquear el gen de la quitina a nivel de la cutícula del lepidoptero plaga 
Spodoptera exigua (Hübner). Encontarndo resultados positivos de la inhibición 
del transcrito de quitina y  el aporte de utilizar el sistema de ingestión vía 
digestiva de la bacteria expresando dsRNA y bloquear el gen de quitina en 
cuticula, además de encontar letalidad hasta un 25 % en comparación con el 
control y efecto en el desarrollo de la cutícula en el 5to. estadio cuando se 
aplicaba la interferncia en el estadio 3ro. (Tian y cols., 2003).  
 
Actualmente no se han hecho investigaciones donde involucren a la 
especie T. ni en el silenciamiento de genes relacionados a la inmunidad por 
RNAi, además de que no se han implementado estrategias en un manejo 
integrado de plagas donde se administren RNAi asociados a bioinsecticidas en 
los programas de control biológico, ya que actualmente los bioinsecticidas 
utilizados para el control de plagas disminuyen su eficiencia debido a factores 
bióticos y abióticos, por tal motivo disminuyen su potencial de infección. 
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Actualmente, el comercio mundial de bioinsecticidas es muy importante y 
cada año van en aumento. Tan sólo en Canadá y México  se estiman ventas 
por más de 20 mdd, 90 en EUA, 101 mdd en Europa y 49 mdd en el resto del 
mundo, con amplias expectativas de desarrollo para el control de plagas en 
diferentes cultivos en los países con mayor producción de alimentos en el 
mundo. En México se estima que el empleo de Bt para el control de plagas en 
campo es de 4 al 10% del total de insecticidas, mientras que el empleo de 
hongos entomopatógenos y organismos entomófagos es cada vez mayor en 
las principales regiones de producción agrícola. Este tipo de biocontrol se 
utiliza en México para el control de plagas de maíz, algodón, caña de azúcar, 
café, hortalizas, frutales y áreas forestales. Por otro lado, se espera que en las 
próximas décadas el crecimiento de  insecticidas químicos será del 2%, debido 
entre otras cosas a que el uso de estos productos ha generado problemas de 
resistencia de plagas, mientras que los bioinsecticidas crecerán en un 10-15%, 
esto debido a las expectativas de ocupar nuevos nichos de mercado (plagas, 
artrópodos de importancia medica y pecuaria). En este escenario, los 
bioinsecticidas figuran como nuevos productos para una agricultura sustentable 
(García, 2006). 
 
4.6 Ficha técnica de Trichoplusia ni  
Trichoplusia ni pertenece al orden Lepidoptera y a la familia Noctuidae. 
Comúnmente conocido como gusano falso medidor, es un insecto plaga que se 
distribuye desde Canadá hasta México, afectando cultivos de hortalizas y 
cucurbitáceas, resaltando como plaga principal de la col. T. ni es un fitófago el 
cual tiene como etiología en los primeros tres estadios estar en el envés de las 
hojas, dejando el haz intacto; el cuarto y quinto estadio defolia las hojas, 
generando grandes agujeros. Esta plaga consume de alimento tres veces su 
masa corporal y su ciclo comprende de huevo, larva, pupa y adulto; la duración 
del ciclo es entre 30-35 días (Fig. 14). En México para su control se utiliza el 
control a base de insecticidas químicos y biológicos entre los cuales destacan: 
Bacillus thuringiensis como biológico, y químicos; azaridactina, endosulfan, 
fenvalerato, metamidofos, metomilo, naled, permetrina (SAGAR, 2000). En 
cuanto a lo insecticidas de origen biológico se ha observado diferencias en la 
susceptibilidad a algunas toxinas Cry en cepas colectadas de cultivos en el 
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estado de Guanajuato en donde se ha aplicado el formulado biológico Xentari 














Figura 14.- Plaga principal de la col. A) Ciclo de vida del gusano falso medidor 
Trichoplusia ni (Hübner) y B) daños ocasionados en hojas de Col. 
 
 
4.7 Bacillus thuringiensis 
 
4.7.1 Morfología de Bt 
 
Bt es una bacteria de entre 1.0-1.2 μm de ancho por 3-5 μm de largo, 
perteneciente a la familia Bacillaceae. El género Bacillus, situado 
taxonómicamente dentro del grupo de bacilos Gram positivos formadores de 
endosporas, engloba a especies con flagelación perítrica, con arreglo a la 
morfología de la espora y su ubicación en la célula esporulante o esporangio 
(Gordon y cols., 1973). La principal diferencia de Bt y otros bacilos 
estrechamente relacionados es la formación, durante el proceso de 
esporulación, de uno o más cuerpos cristalinos de naturaleza proteica 
adyacentes a la espora. El cristal presenta una importante diversidad de formas 
dependiendo de las proteínas que lo integran, encontrándose cristales 
bipiramidales, cúbicos, romboidales, esféricos, rectangulares, triangulares e 
irregulares, y con tamaños desde los 350 nm de diámetro con algunos cristales 
irregulares a las 2 μm de longitud en muchos bipiramidales (Fig. 15) (Bulla y 
cols., 1985). Entre las proteínas cristalinas que forman el cristal paraesporal se 
A B 
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encuentran 2 grupos de proteínas; son las proteínas Cry y Cyt. Desde el punto 
de vista del uso de las proteínas de Bt como materia activa de bioinsecticidas, 
las proteínas Cry son de un gran interés por su elevada toxicidad y su relativa 
especificidad ya que, en general, su espectro de huéspedes lo constituyen un 
reducido número de especies de insectos (Yu y cols., 1997). Las proteínas 
insecticidas de Bt fueron clasificadas en base a su estructura, secuencia de 






Figura 15. Morfología de espora y cristal de Bt. 
 
4.7.2 Espectro de huéspedes de las proteínas Cry 
 
 Muchos grupos taxonómicos de invertebrados son susceptibles a la 
acción tóxica del cristal de Bt. Dentro de la Orden Lepidóptera, encontramos 
especies susceptibles en la mayor parte de sus familias, destacando por su 
interés agronómico a Cossidae, Gelechiidae, Lymantriidae, Noctuidae, 
Pieridae, Pyralidae, Thumetopeidae, Torcidae e Yponomeutidae. En el Orden 
Díptera, el espectro de actividad del cristal es menor, afectando, entre otras, a 
especies de Tephritidae, Culicidae, Muscidae, Simuliidae, y Tipulidae; mientras 
que en Coleóptera se reduce principalmente a Chrysomelidae, Curculionidae, 
Tenebrionidae y Scarabeidae. También hay cepas de Bt que producen cristales 
tóxicos para especies pertenecientes a los órdenes de Himenóptera, Hemíptera 
y Neuróptera. La actividad tóxica de los cristales no es activa tan sólo a 
insectos, extendiéndose también a nemátodos, protozoarios, tremàtodos y 
ácaros (Tabla 2) (Addison y cols., 1993). Las proteínas Cry1 han sido 
consideradas tradicionalmente con una actividad específica contra insectos del 








Tabla II.  Clasificación de las proteínas insecticidas de Bacillus thuringiensis 
según Hofte y Whiteley (1989). 
 
Clase Patotipo Peso molecular (kDa) Tipo de cristal 
CryI 


























4.7.3 Modo de acción de las proteínas insecticidas de Bt 
 
Ciertas cepas de Bt, durante el periodo de esporulación, producen 
inclusiones cristalinas proteícas que se denominan delta-endotoxinas, toxinas 
Bt, proteínas cristalinas insecticidas (abreviadas ICP, por sus siglas en inglés), 
conocidas generalemnte como toxinas Cry. La mayor parte de la información 
sobre del modo de acción de las proteínas cristalinas se ha obtenido de 
estudios con larvas de lepidópteros. En general, a un nivel macroscópico se 
observa que durante la primera hora de haber ingerido alimento tratado con 
proteína cristalina, se deja de alimentar. Dentro de la segunda hora, el insecto 
va reduciendo su movilidad, llegando a paralizarse en unas 6 h o menos, 
dependiendo de la dosis de proteína cristalina ingerida. Finalmente, el insecto 
muere por inanición o por septicemia. A un nivel microscópico, las células 
intestinales pierden su estructura progresivamente. Las microvellosidades 
desaparecen y el retículo endoplásmico y las mitocondrias se desintegran 
gradualmente. Las células se vacuolizan e hinchan y algunas se desprenden 
de la membrana basal del tejido. Finalmente, las células afectadas se lisan 
(Mathavan y cols., 1989; Forcada, 1999). La mayor parte de las pruebas 
existentes indican que la acción de las proteínas cristalinas se produce 
exclusivamente al nivel de la membrana apical de las células epiteliales (Bravo 
y cols., 1992). 
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En general se ha podido establecer que, en el intestino de los insectos 
susceptibles, el daño celular se produce siguiendo básicamente los siguientes 
pasos: las proteínas cristalinas de Bt son ingeridas en su forma de protoxina y 
a continuación se solubilizan en el intestino medio del insecto liberando las 
proteínas cristalinas (toxina activada) las cuales se producen mediante una 
activación proteolítica. Las moléculas de proteína cristalina atraviesan la 
membrana peritrófica y se unen a moléculas específicas de la membrana 
epitelial; a continuación se insertan en la misma, produciendo poros que 
terminan provocando un desequilibrio osmótico y la lisis celular. El tejido 
intestinal, fuertemente dañado, impide la asimilación y retención de los 
compuestos vitales para la larva, lo cual acaba provocando la muerte del 
insecto (Fig. 10) (Knowles y cols., 1993). 
 
 
4.7.4  Ingestión, solubilización y activación 
  
Los cristales pasan a través del estomodeum (primer tramo del tubo 
digestivo del insecto) prácticamente intacto, hasta llegar al mesenterón 
(intestino medio). El cristal sólo se disuelve en un ambiente químico particular, 
tal como el pH altamente alcalino, existente en el intestino de ciertos insectos 
susceptibles (Fig. 10) (Koller y cols., 1992). Una vez solubilizadas, las proteínas 
cristalinas son procesadas, liberandose el fragmento tóxico. La digestión 
proteolítica de las protoxinas se realiza mediante distintos tipos de proteasas 
(la tripsina y la quimiotripsina) del intestino (Cannon, 1996). En la activación de 
la protoxina se produce una digestión progresiva de la proteína por el extremo 
carboxilo terminal hacia el amino terminal (Hodgaman y cols., 1990). Así, la 
ausencia en el intestino de condiciones para la solubilización impedirá que una 
proteína cristalina sea tóxica para una determinadas especie de insecto. Por 
ejemplo, se ha observado que protoxinas procedentes de la serovariedad 
aizawaki de Bt procesadas por jugo intestinal de lepidópteros, eran tóxicas para 
lepidópteros y dípteros, pero si eran procesadas con jugo intestinal de dípteros, 
sólo resultaban tóxicas para dípteros. Un dato adicional sobre la importancia de 
la activación proviene de insectos que han desarrollado resistencia frente a 
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proteínas cristalinas de Bt debido, al menos en parte, a cambios en la actividad 
proteolítica implicada en la activación de las protoxinas (Oppert y cols., 1994). 
 
4.7.5 Paso a través de la membrana peritrófica 
  
La membrana peritrófica recubre a la membrana apical de las células 
epiteliales, funcionando como una membrana de diálisis, permitiendo el paso 
de moléculas de un tamaño, inferior a 60 kDa y protegiendo al tejido de 
ataques bacterianos y de daños mecánicos que se pudieran derivar debido al 
paso del alimento (Fig. 16) (Dow y cols., 1986). Se sabe que ciertas moléculas 
de aminopeptidasa N (una enzima de membrana que parece ser que actúa in 
vivo como receptor de Cry1Ac en varias especies de lepidópteros), son 
liberadas del anclaje glicosídico que las une a la membrana epitelial y se 
podrían acumular en la membrana peritrófica (Lu y cols., 1996). 
 
4.7.6 Unión al receptor e inserción en la membrana 
 
En los pasos siguientes a la activación de las proteínas cristalinas, éstas 
se unen a las microvellosidades del tejido epitelial del intestino medio, 
insertándose posteriormente en la membrana de las células. Experimentos de 
aislamiento de proteínas de membrana han dado lugar a la caracterización de 
distintas proteínas con alta afinidad a las proteínas cristalinas del subgrupo 
Cry1A en distintos insectos. Las mas numerosas corresponden a  moléculas 
pertenecientes a la familia de las aminopeptidasas N. Distintas variedades de 
aminopeptidasa N de entre 120 y 170 kDa han sido identificadas como 
moléculas de unión para Cry1A en varias especies de lepidópteros (Luo y cols., 
1997). Es un hecho generalizado el que las poblaciones altamente resistentes 
a un tipo de proteína cristalina tengan modificado el receptor para dicha 
proteína, de manera que su unión se ve disminuida de forma importante. 
 
4.7.7 Formación del poro y lisis celular 
 
Las proteínas cristalinas Cry producen pequeños poros en la membrana 
apical de las células columnares del intestino. Las células son hipertónicas 
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respecto al medio circundante, debido a la presencia de moléculas de gran 
tamaño incapaces de atravesar la membrana plasmática. La integridad celular 
se mantiene gracias a la permeabilidad controlada de la membrana y a la 
creación de un gradiente electroquímico que compensa el gradiente osmótico. 
El gradiente electroquímico está basado principalmente en el bombeo de unión 
monovalente (Na+ o K+) al exterior, de forma que su concentración interna es 
muy inferior a la externa. La apertura de poros en la membrana, debida a las 
proteínas Cry, anula el gradiente electroquímico al permitir el libre movimiento 
de los iones. La mayor concentración interna de solutos no difusible a través de 
la membrana, provoca la entrada de agua para producir un equilibrio osmótico 
con el exterior. Dado que las membranas celulares no son rígidas, estó provoca 























Modo de Acción Bt 
 
1.- Cristal 
2.- Solubilización de la Protoxina a pH alcalino 
3.- Unión al receptor de Caderina 
4.- Corte y Oligomerización de la toxina  
5.- Unión al receptor de aminopeptidasa 
6.- Formación del Poro 
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4.7.8 Bases de la resistencia a Bacillus thuringensis  
 
Mecanismos de resistencia en insectos 
 
Los insecticidas actúan bloqueando o impidiendo un paso fisiológico 
indispensable en la vida del insecto. De está forma, la resistencia podría 
aparecer si el insecto desarrolla un mecanismo que impida que un agente 
tóxico altere la función vital para la cual ha sido diseñada. Los mecanismos 
básicos de adquisición de resistencia son:  
1) Evitando el contacto con el agente tóxico. Este mecanismo se 
encuentra poco estudiado y se presupone que debe ocurrir un 
cambio en el comportamiento del insecto,  
2) Disminuyendo la penetración del agente tóxico, bien impidiendo su 
digestión o bien disminuyendo la permeabilidad a dicho agente,  
3) Aumentando la velocidad de degradación del agente tóxico,  
4) Modificando el blanco fisiológico sobre el que actúa el agente tóxico, 
de forma que no sea reconocido por este y la modificación no altere 
la función biológica normal, y  
5) Reduciendo el efecto tóxico originado por el agente puede 
neutralizarse mediante un cambio metabólico que lo contrarreste. 
 
 
Los productos comerciales basados en Bt han sido aplicados en los 
cultivos desde su aparición en el mercado en el año de 1957, especialmente en 
las zonas donde se había detectado casos de resistencia a los insecticidas 
químicos. Sin embargo, hasta el año de 1985 no se describieron casos de 
resistencia a productos basados en Bt. El primer caso descrito fue una 
población de Plodia interpunctella de los Estados Unidos, plaga de almacenes 
de grano, después de someterla a selección en el laboratorio. Por otro lado, el 
primer caso de resistencia encontrada en campo fue en P. xylostela. El 
descubrimiento de que los insectos podían también desarrollar resistencia 
frente a un patógeno natural como un modo de acción complejo, como es Bt, 
indujo a diversos investigadores a emprender estudios de selección en 
laboratorio con el fin de determinar los mecanismos fisiológicos y bases 
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genéticas de la resistencia a está bacteria y a sus toxinas (MacGaughey y 
cols., 1992). 
 
4.7.9 Resistencia de lepidópteros a Bacillus thuringiensis 
Estudios en Plodia Interpunctella (Hübner), empleando la toxina Cry1Ab 
marcada con I125 mostraron que había una reducción en la unión de dicha 
toxina que se podía relacionar con una disminución de su toxicidad en una 
cepa resistente (cepa 343-R) al compararla con una cepa susceptible (Vanrie y 
cols., 1990). 
 
Sin embargo, el papel de las proteasas intestinales en el desarrollo de 
resistencia a Bt se usó por primera vez en la cepa de P. interpunctella (cepa 
198R), resistente a Bt var entomocidus. Se encontró que los insectos 
resistentes activaban más lentamente la protóxina Cry1Ac que los insectos 
susceptibles, y que ello se debía a que los primeros carecían de una tripsín-
proteasa en su intestino, supuestamente implicada en el procesado de las 
protoxinas Cry (Oppert y cols., 1994). 
 
En una cepa de H. virescens (YHD2) con niveles muy altos de 
resistencia para las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1A y Cry1F, la única 
diferencia apreciable frente a una cepa susceptible era la pérdida total de la 
unión de la toxina Cry1Aa. En está especie, las toxinas Cry1A comparten un 
sitio común. Un segundo sitio es compartido por las toxinas Cry1Ab y Cry1Ac y 
un tercer sitio une sólo Cry1Ac. La cepa resistente YHD2, el sitio compartido 
por las toxinas Cry1A estaría alterada, y que en los otros dos sitios de unión no 
modificados, no jugarían un papel importante en la toxicidad (Lee y cols., 
1995). 
      
A diferencia de lo encontrado en las poblaciones resistentes anteriores, 
dos estudios previos, llevados a cabo de forma independiente, demostraron 
que no existía una clara asociación entre la unión de las toxinas Cry1Ab y 
Cry1Ac, y la resistencia de éstas en dos cepas resistentes de H. virescens. En 
uno de los estudios se observó que en los individuos resistentes había sólo una 
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disminución de la unión entre 2 y 4 veces al compararla con la encontrada en 
los insectos susceptibles, pero estás diferencias eran compensadas por la 
concentración de sitios de unión. En el otro estudio, no se encontraron 
diferencias significativas en la afinidad y concentración de los sitios de unión 
entre las larvas resistentes y sensibles. En un estudio posterior, se observó que 
había pequeñas diferencias en la velocidad del procesado proteolítico de las 
toxinas, entre la cepa resistente y una cepa susceptible, y que los insectos 
resistentes parecían tener una capacidad mayor de reparación del daño 
producido por la toxina en el epitelio intestinal (Forcada y cols., 1999). 
 
Se ha visto que la herencia de la resistencia en una cepa de H, 
virescens, seleccionada con una cepa de Pseudomonas fluorescens que había 
sido modificada para producir la protoxina Cry1Ab, era autosómica, 
parcialmente dominante y en la cual participan diversos factores génicos. En 
otra cepa de H. virescens, cepa YHD2, demostraron que la resistencia a 
Cry1Ab y Cry1Ac, era parcialmente recesiva y era debida a un único locus o un 
grupo de loci estrechamente ligados (Armstrong y cols., 1995). 
 
En una cepa de H. virescens (YHD2), seleccionada con Bt var kurstaki 
HD-73 (que sólo produce la toxina Cry1Ac), se observó una considerable 
resistencia cruzada a las toxinas Cry1Aa, Cry1Ab y Cry1F. En base a los 
modelos de receptores y al mecanismo de resistencia descrita en P. xylostella, 
parece claro que la resistencia cruzada entre toxinas del grupo Cry1A, y entre 
éstas y Cry1F, sea debido a la pérdida de unión de dichas toxinas al receptor 
compartido. La resistencia cruzada a Cry1J, así como la encontrada en el cepa 
YHD2 de H. virescens, es muy probables que también sea debida a la 
alteración de un receptor común, aunque todavía no existen datos publicados 
al respecto (Sayyed y cols., 2000). 
 
En cuanto a los fenómenos de resistencia encontrados en reportes 
recientes de lepidópteros se ha observado el modo de acción de las toxinas 
Cry1A. Se han agrupado estos eventos como el modo 1 en insectos que han 
desarrollado resistencia, en el cual es caracterizado a la herencia recesiva, en 
el cual se han encontrado resistencia a más de 500 veces debido a la 
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reducción de la unión de Cry1A y se ha observado resistencia cruzada con 
Cry1C. Este denominado fenómeno de modo 1 se ha caracterizado en tres 
especies de lepidopteros plaga; H. virescens, Pectinophora gossypiella 
(Saunders) y Helicoverpa armigera (Hübner). Este modo 1 es causado por 
mutaciones en la unión de la toxina Cry1A al dominio 12 del receptor caderina 
en intestino medio, presumiblemente fue removido o modificado el sitio de 
unión. En otra especie en P. xylostella el modo 1 ligado a la modificación en 
caderina, no esta relacionado a la resistencia, pero similar a P. interpuunctella 
el fenómeno de resistencia esta ligado a la solubilización de la protoxina 
mediado por proteasas (Heckel y cols., 2007).   
 
Por otro lado, en otro grupo de investigadores relacionaron la inmunidad 
en T. ni contra Bt Kurtsaki, en el cual compararon una colonia susceptible y una 
resistente expuestas a Bt en organismos de campo en Canadá, encontraron 
que en la colonia susceptible había una disminución significativa en los niveles 
y cantidad de hemocitos circulantes, además de observar que también se 
disminuía los niveles de FO los cuales están involucrados en la melanización y 
mecanismos de defensa en cuerpos extraños (Ericsson, 2009). 
 
Por lo anterior expuesto en este trabajo nos enfocamos en evaluar la 
relación entre la exposición y susceptibilidad de T. ni a Bt y la respuesta 













5.1 Material Biológico 
 
Cepas de lepidópteros 
El lepidóptero empleado como modelo de inmunidad innata en nuestros 
experimentos fueron dos cepas, una de laboratorio y otra de campo de 
Trichoplusia ni. Las cepas se mantuvieron en dieta artificial, en incubación, a 
una temperatura de 28°C ± 2°C y humedad relativa del 75% ±10% (Tamez-
Guerra y cols., 2006).  
 
Cepas bacterianas  
Escherichia coli, cepa DH5α 
Escherichia coli, cepa  HT115 
  



















Figura 17. Plásmidos utilizados, A) Vector de clonación de Productos de PCR 
pGEMT (Promega), B) Vector de Producción de dsRNA L4440 (Adgene). 
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5.2. Método de infección con entomopatógenos  
 
Los bioensayos se realizaran en laboratorio y se utilizaron los 
entomopatógenos en este caso un derivado de la bacteria entomopatógena 
(formulado a base de esporas y cristales de Bt. Dichas técnicas de infección se 
desarrollaron como lo indica la referencia (Navon y Ascher, año). Estos 
bioensayos se realizaron a la dosis calculada de concentración letal media 
(CL50) mediante el análisis Probit (Polo-Plus, 2007) (LeOra, 1987). 
 
 
Bioensayo con Bacillus thuringiensis 
 
Para este bioensayo se empleó el bioinsecticida Dipel (Valent 
Biosciences) el cual está hecho a base de esporas y cristales. Este formulado 
es específico para control de plagas de lepidópteros, especialmente para 
Ingrediente activo: 
Bacillus thuringiensis var. kurstaki 
con una potencia de 32,000 unidades 
Internacionales por mg de producto 
No menos de:.................................... 10.30 
(Equivalente a 103 g de I.A./kg) 
Ingredientes inertes:  
Diluyentes, humectantes y dispersantes 
No más de:........................................ 89.70 
Total: .............................................. 100.00 
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controlar poblaciones de T. ni. Dicho productose usó en larvas neonatas de T. 
ni y se administró sobre la superficie de la dieta en un rango de 100 – 1000 
Unidades internacionales (UI). Cabe mencionar que el producto está a una 
concentración de 32000 UI/mg) y para determinar la CL50 por medio de un 
ensayo de dosis-respuesta, empleando el  análisis probit por medio del 
programa computacional POLO-Plus (Tamez-Guerra et al., 1998). 
 
5.3.- Obtención de especímenes a evaluar 
        
Se obtuvieron larvas neonatas de 1er. estadio T. ni posteriormente a la 
sobrevivencia a los 7 días post-bioensayo con Bt, en el cual se encontraban 
entre 2do y 3er estadio larval. Se congelaron a -70ºC para su posterior 
evaluación. Se extrajo ARN de larvas totales y se realizó el ADNc  para los 
análisis de transcritos involucrados en la inmunidad innata. 
 
 
5.4.- Ensayo de fenoloxidasa (FO). 
 
Para determinar por un método colorimétrico la actividad de la FO se 
tomaran 10 μL de la hemolinfa de larvas neonatas de 1er. estadio T. ni 
posteriormente a la sobrevivencia a los 7 días post-bioensayo con Bt, dichas 
larvas se homogenizaron con un pistilo en un tubo eppendorf y se realizo una 
centrifugación para obtener hemolinfa libre de restos celulares. Posteriormente 
se colocaran 10 μL en pozos de una multiplaca para ELISA de 96 pozos, y se 
les agregó 200 L del substrato L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa - 100mM en 
amortiguador PBS 1X), se incubaron a temperatura ambiente durante 20 min 
en oscuridad, se observaron los resultados y se midieron las densidades 





Se utilizaron dosis independientes para cada droga para cada 
inmunosupresor. Cada inmunosupresor se administró en la dieta colocando en 
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la superficie 50µL, se dejó secar por 10 min y posteriormente se colocaron las 
larvas de T. ni del 4to. estadio para observar los efectos del supresor, debido a 
que este estadio es el que mayor nivel de fenoloxidasa se encuentra. Para los 
biensayos de reto con Bt más inmunospresor se realizó al 1er. estadio. 
 
Dosis utilizadas de cada Inmunosupresor: 
 
Dexametasona  - 50 ng/µL 
Tropolona          - 1 mM/µL 
Feniltiourea       - 10 mM/µL 
Pentoxifilina      - 500 ng/µL 
Ciclosporina A  - 100 ng 
 
5.6.- Oligonucleótidos para la detección de transcritos 
 
En primera instancia se realizó una búsqueda de secuencias disponibles 
de DNA complementario de T. ni para los genes que codifican para los genes 
involucrados en inmunidad innata: atacina, cecropina, defensina, gloverina, 
gallerimicina, hemolina, lebocina, lisozima y receptor de peptidoglucanos. Las 
secuencias se obtuvieron de la base electrónica de datos de PUBMED y s 
analizaron para el diseño de oligonucleótidos específicos que permitan 











Tabla III- Secuencias de oligonucleótidos utilizados para la detección de transcritos por RT-














   















F- ATG TTC ACC TAC AAA TTG ATT 











F- ATG AAT CTC GTG AAG ATT TTG 











F- ATG CAG TCG TCT ATT TTA TTA 











F- ATG AGT AAA TAC ATT CTG GTG 











F- ATG CAA AAA CTC AGA GTA TTT 











F- ATG GAA ATA CTA TTT GTG CTA 








5.7.- Extracción de RNA T. ni. 
 
Se homogenizó un grupo de tres intestinos medios ó 20 larvas 
completas de 1er estadio con 1 mL de Trizol (Gibco BRL),  para la extracción 
del RNA. La mezcla se incubó 5 min a temperatura ambiente y se le añadió 0.2 
mL de cloroformo por cada mililitro de Trizol utilizado, y se homogenizó en 
vortex por 15 seg. Posteriormente se incubó de 2-3 min a temperatura 
ambiente y entonces se centrifugó a 12,000 rpm/15 min. Para la obtención de 
RNA, se recuperó la fase transparente del sobrenadante, y se transfirió este 
contenido a otro tubo eppendorf, al cual se agregaron 500 µL de isopropanol, 
se agitó con vortex e incubó a -20ºC por 15 min. Posteriormente se centrifugó a 
12,000 rpm por 10 min, se eliminó el sobrenadante, se lavó la pastilla de RNA 
con 1 mL de etanol al 75% con agua DEPC, se centrifugó por 5 min a 10,000 
rpm, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 50 µL de agua 
DEPC. Finalmente se incubó a 65ºC por 10 min. 
 
5.8.- Síntesis de DNAc  
       Para la síntesis de la hebra de DNAc (DNA complementario) a partir de 
RNA se llevó a cabo la reacción de RT – PCR. Para ello se adicionaron 5µg de 
RNA, buffer de reacción 5X (250 mM tris-HCL pH 8.3, 375 mM KCL,1.5 mM 
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MgCl2), 50 mM de dithiothreitol, 1U de inhibidor de RNAsas, 800 µM de dNTPs, 
2.5 µM de oligo dT12-18, 200 U de transcriptasa reversa del virus de la 
leucemia Moloney Murina (MMLV) y la mezcla se incubó para que se realizara 
la reacción a 37ºC por 2 h: finalmente se inactivó la enzima a 60ºC por 10 min. 
 
5.9.- Análisis de la expresión de genes involucradas en la inmunidad 
innata por PCR punto final. 
        
Los genes analizados fueron: atacina, cecropina, gloverina, gallerimicina, 
lebocina, lisozima y el receptor de peptidoglucanos utilizando como control el 
gen constitutivo de la proteína ribosomal S5. La reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) se realizó en un volumen de 50 µL, en presencia de 5 µL de 
templado (DNAc), buffer 1X (200 mM Tris-HCL pH 8.4, 500 mM KCl), 1.5 mM 
MgCl2, 800 µM dNTP´s, 10 pmol de cada oligonucleótido para cada transcrito, 1 
U de taq DNA polimerasa (Promega). Las muestras se amplificaron en un 
termociclador (PTC-200, MJ RESEARCH). La reacción de PCR se inició con 
una fase de desnaturalización inicial de 94ºC por 4 min, y posteriormente 35 
ciclos. Cada ciclo consistió de 92ºC por 1 min; la fase de alineamiento a 48 - 
62ºC por 1 min, y una extensión por 2 min. Finalmente, se usó una extensión 
por 7 min a 72ºC. Se tomaron 8 µL de la reacción de PCR para observar la 
amplificación en un gel de agarosa al 1.2 % y se visualizaron por medio de la 




5.10.- RT-PCR en Tiempo Real 
 
Esta técnica se realizó para poder comparar y valorar las diferencias de 
expresión en los transcritos de los genes involucrados en la inmunidad innata. 
Para la reacción se tomaron 2 L de DNAc para cada reacción y 1 L para 
control endógeno; además se usó el buffer MasterMix (Applied Biosystems) 
que contenía 400 M de cada dNTP, 40 nM Tris-HCl pH 8.4, 100 mM KCl, 6 nM 
de MgSO4, 2.5 unidades de Taq polimerasa  y se usaron 100 ng de oligo por 
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cada reacción de 50 μL. Las condiciones estimadas de temperaturas en la 
reacción de PCR tiempo real fueron las siguientes: 
 
Protocolo de reacción 




94ºC 10 min. --------------------- 
40 ciclos de reacción 
de PCR (alineamiento y 
extensión) 
94ºC 30 seg. --------------------- 
64ºC 30 seg. 
Lectura de 
fluoróforo  (FAM) 
 
 
Todas las reacciones se realizaron por duplicado y el análisis de 
resultados se realizó con ayuda del software del termociclador PCR en tiempo 
real (Bio-rad). El juego de oligos para PCR cuantitativo se sintetizó por medio 
de la compañía Applied Biosystems, los cuales incluyeron el par de oligos 











Tabla IV. Secuencias de Oligonucleotidos marcados con FAM (Sondas 











Forward -  TGTTGAGCGCTTGACAAACTCT 
Sonda    -  ACGTCCGTGCATCATC 






Forward - CGGCTTGTCCGTAATGAAGGA 
Sonda   -  CTGTCGCCGAAGCCA 




































5.11.- Método de análisis de muestras por PCR tiempo real 
Se realizó la cuantificación relativa de cada trascrito usando el método de 
Livak, como se describe a continuación. 
A) Primer paso, normalizar el ∆Ct del gen problema restando el gen de 
referencia. 
 
 ∆Ct (calibrador) = Ct (gen problema) -Ct (control endógeno) 






Forward -  TGTTCGCTTGTCTGGTCTTCAC 
Sonda   -  CAGGGACCGCCGTCACA 






Forward -  GATGAAAGTGTTGTGCCAATAAGCA 
Sonda    -  TTGCTGCCAAGGCTTC 






Forward -  TTCCTGGCGCAGTAGAATCTG 
Sonda    -  ATGTCCCCATTTTGCC 






Forward -  CGACTATGGTGGCAGCAGTATA 
Sonda    -  CTTGGTGGCAAACTAG 






Forward -  CATCATGGTGAGAGGGTTGAGA 
Sonda    -  TCGGCGTCCCAAGACT 






Forward -  GCGCCAAGAAGATCTACAAACG 
Sonda    -  ACGCCTGGAACTTGT 






Forward -  GCCCTGAGAGCATTGCTTAGAT 
Sonda    -  CCTCGCTCCACACCAC 
Reverse -  GGTAGTTGGCGGTGAGATGA 
 
 63 
B) Segundo paso, normalizar ∆Ct de la muestra restando el calibrador  
 ∆∆Ct = (∆Ct muestra) - (∆Ct calibrador) 
 
C) Tercer paso, calcular la expresión en radios 
 2(-∆∆Ct) = expresión normalizada en radios 
 
Posteriormente se analizaron y se graficaron las diferencias de expresión de 
los distintos genes. 
 
5.12.- Producción y Purificación de RNA de interferencia 
Para la producción de RNAi se tomó la secuencia completa de los genes 
de mayor respuesta a la infección de entomopatógenos en T. ni. Los genes 
previamente clonados en el vector pGEMT se subclonaron con los sitios de 
restricción Not I y Apa I en el vector L4440 (el cual consta de dos secuencias 
promotoras T7 para expresión bidireccional y es un sistema inducible con 
IPTG). Los RNAi se produjeron en la cepa de E. coli HT115. Esta cepa carece 
de la enzima Rnasa III, la cual es responsable de la degradación de RNA de 
doble cadena. 
Las construcciones de los genes seleccionados de inmunidad innata 
clonados en el vector L4440 se transformaron en la cepa HT115 de E. coli 
usando la metodología estándar de células calcio competentes y 
posteriormente se obtuvo una colonia transformante para iniciar la inducción de 
producción del RNAi. Para la inducción de la producción de RNAi se inoculó la 
colonia transformada en caldo 2XYT y se agrególos  antibióticos ampicilina (50 
ug/mL) y tetraciclina (40 ug/mL). Posteriormente se dejó crecer hasta alcanzar 
una densidad óptica de 0.6, para inmediatamente después agregar 0.5 mM del 
inductor IPTG por 4 h para inducir la producción de los RNAi clonados en el 
vector L4440. En cuanto a la purificación de los RNAi, se realizó una extracción 
total de ácidos nucléicos, al cual ya purificado se le agregó DNAsa I para 
remover DNA, RNAsa pancreatica para remover RNA de cadena sencilla. 
Posteriormente se observaron los RNA de doble cadena producidos en un gel 




5.13.- Administración del RNA de Interferencia y análisis de inhibición. 
La aplicación de los RNAi seleccionados se administró mediante la 
impregnación sobre la dieta de la cepa inducida y se realizaron dos lavados 
con PBS. Posteriormente se sometió a las larvas neonatas de T. ni a la bacteria 
que producía el dsRNA. La eficiencia de la inhibición por interferencia in vivo se 










5.14.- Análisis estadístico 
Se realizaron tres repeticiones de cada tratamiento y se compararon 
contra un control no tratado. Estos resultados se analizaron por medio de 
análisis de varianza (ANOVA) mediante el software SPSS versión 15 y se 
analizaron las diferencias significativas con un límite de confianza de 0.05, para 
observar diferencias en relación al control y así poder observar las variantes en 
la mortalidad con Bt. 
 
 














6.1 Detección de Transcritos por RT-PCR  
 
Se detectaron por RT-PCR los transcritos en el lepidóptero T. ni en el 
cual se analizaron los que codifican para los genes involucrados en la 
inmunidad innata y como control endógeno se utilizó la proteína ribosomal S5 
(PRS5). La detección se realizó por medio de la técnica de RT-PCR 
convencional utilizando larvas totales para la extracción de ARN, utilizando 
oligonucleotidos específicos para cada gen. Para el gen constitutivo se detectó 
a 782 pb, atacina 764 pb, cecropina 189 pb, gloverina 525 pb, lebocina 432 pb, 











Figura 18. Detección por RT-PCR punto final de los transcritos que 
codifican para péptidos antimicrobianos. M; marcador 100 pb (Promega), 1; 
Proteína Ribosomal S5 (Control endógeno), 2; Atacina, 3; Cecropina, 4; 
Gloverina, 5; Lebocina, 6; Lisozima, 7; Proteína de reconocimiento de 

















6.2 Análisis de la actividad de fenoloxidasa 
 




Los ensayos de FO se realizaron en la hemolinfa, ya que la actividad de 
esta enzima es un indicador de los niveles de melanización involucrada en la 
respuesta celular contra patógenos. Como parte de los primeros análisis se 
evaluo y determino la actividad de la FO en T. ni en los distintos estadios 
larvarios y fases de desarrollo del ciclo del lepidóptero (Fig. 19). Esta 
evaluación nos sirvió de plataforma para observar los cambios y niveles de 
defensa durante su desarrollo. Encontrando que en los primeros estadios (1,2 y 
3) se encontraban menor actividad con respecto a los estadios tadíos (4, 5, 
prepupa y pupa) de hasta 100 %-500% mayor, otro resultado fue que la fase de 






























Figura 19. Niveles de fenoloxidasa en los distintos estadios de desarrollo 
de Trichoplusia ni. 

















6.3 Efecto de Bt sobre la actividad de Fenoloxidasa 
 
En cuanto a la relación que existe en respuesta de la FO cuando se 
somete a Bt en su respectiva DL50. Se aplicó el bioinsecticida en larvas 
neonatas y se analizó al 7mo día para su evaluación. En dicho experimento se 
compararon dos colonias de T. ni, una de laboratorio expuesta a Bt (200 UI) y 
una de campo que se estableció en el laboratorio y fue expuesta a misma 
dosis. El resultado mostró un ligero incremento del 10 % de la FO en la colonia 
de laboratorio, mientras que en la cepa de campo mostró un ligero descenso 
del 10 % de los niveles de la misma. Dicha comparación no mostró diferencia 
significativa (Fig. 20). Por otra parte cuando se analizó el contenido total de 
hemocitos en la hemolinfa se observó una disminución de un 25 % cuando se 
trataba con Bt. 
 
 














Figura 20. Evaluación de parámetros inmulógicos en hemolinfa de larvas 
expuestas a Bt.  A) Niveles de Fenoloxidasa en dos colonias de Trichoplusia ni 































































6.4 Efecto de Inmunosupresores sobre Fenoloxidasa 
 
En este experimentó se evalúo el efecto que tienen los 
inmunosupresores en los niveles de FO de la hemolifa de larvas de 4to. 
estadio, los inmunosupresores tuvieron efecto en la disminución de la FO. 
Entre los cuales se encontró un mayor efecto supresor ; en feniltiourea 
reducción de FO hasta 40 %,  dexametasona 30 %, tropolona 60 %, 
ciclosporina A 50 %, siendo estos dos últimos los más potentes 
inmunosupresores que disminuyen la FO hasta 2 veces. Por otra parte se reto 
a Microccocos luteus, un inductor de la inmunidad de insectos utilizado para 
incrementar niveles de defensa, encontrando un incremento en la FO de 30 % 
cuando se expuso a dicha bacteria (Fig. 21). 
 
 


















Figura 21. Niveles de fenoloxidasa en larvas expuestas a 
inmunosupresores. 1) Control, 2) Feniltiourea, 3) Tropolona, 4) 











Debido  a la disminución de la FO por medio de inmunosupresores se 
amplió el uso de ellos para observar los efectos cuando se sometía a los 
tratamientos de Bt. Para este experimento se expusó a la DL25, la cual 
corresponde a 100 UI, posteriormente cada uno de los inmunosupresores. 
Encontrando resultados notables con los tratamientos con inmunosupresores 
(feniltiourea y CsA) encontrando un incremento a la susceptibilidad hasta un 50 
% con FTU y 75 % con CsA en relación al control usando solo Bt. Por lo tanto 
se logro incrementar la susceptibilidad mediado por inmunosupresores (Figs. 











Figura 22. Efecto de los inmunosupresores y la exposición a Bt en 
larvas de T ni. Se tomaron larvas neonatas de 1er. Estadio y analizada la 
mortalidad al 7mo. Día. * Diferencia significativa en respecto al 











Figura 23.- Efecto de de la exposición con Bt en presencia del 
inmunosupresor Ciclosporina A. A) Control, B) Tratamiento con 
Ciclosporina + Bt. 
 
 














































6.5 Efecto del Inductor de fenoloxidasa Microccocus luteus sobre 
Trichoplusia ni 
 
Debido a que se determinó que los niveles de FO se incrementaban 
cuando se expuso a la bacteria M. luteus se prosiguió a retar con la bacteria e 
inducir la FO y posteriormente agregar el Bt (Dipel) a 200 UI y observar la 
respuesta de susceptibilidad/sobrevivencia después de la inducción. En este 
experimento se encontro que la sobrevivencia incrementaba hasta un 30 % 
más en relación al control con Bt, usando la dosis letal media en ambos 
tratamientos. Este resultado nos muestra la participación de la inmunidad 
innata en la tolerancia al Bt (Fig. 24). 
 
 
Figura 24. Efecto del inductor Microccocus luteus sobre 



















Ctl Ctl M. luteus Bt 100 UI M. lueus + Bt
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6.6 Análisis transcripcional de Trichoplusia ni expuesto a Bt (Xentari) 
 
Entre los primeros experimentos con T.ni se expuso al formulado a base 
de Bt  Xentari-Dupont. En este bioensayo se expuso a una colonia de campo y 
otra de laboratorio y se analizó la expresión semicuantitativa de transcritos que 
codifican para inmunidad innata por RT-PCR punto final. Durante el análisis se 
observo que los niveles de expresión de la lisozima y al receptor de 
peptidoglucanos (PGRP) se encontraban en la mayoría de los estadios con 
mayor frecuencia de detección entre las distintas etapas de desrrollo. Por otra 
parte se encontró que la cepa de campo se encontraba con mayor frecuencia la 
expresión de transcritos, encontrandose en mayor proporción la lisozima y el 
PGRP, en el caso de este ultimo hasta un 50 % en relación a la cepa de 
laboratorio (Fig. 25). Sin embargo cabe resaltar que estos dos transcritos se 
encontraron presentes a nivel de intestino medio y larvas totales. En la cepa de 
campo se encontró sobrexpresión relativa en comparación a la no expuesta y a 
la cepa de laboratorio (Fig. 26). Estos resultados se sometieron a 500 UI de 
Xentari en larvas neonatas y se analizó hasta su respectivo estadio. En el caso 





Figura 25. Frecuencia de detección de transcritos involucrados en 








































Figura 26. Análisis de transcritos involucrados en la inmunidad 
innata en Trichopluisia ni expuesto a Bt (Xentari). US (Cepa de 
laboratorio), GTOX (Cepa de campo). Ctl; control no expuesto, Exp; 
Expuesto a 500 UI. 
 
 









































6.7 Análisis transcripcional de Trichoplusia ni expuesto a Bt (Dipel) 
 
En este otro bioensayo se planteo utilizar el formulado a base de Bt 
Dipel el cual es el más común utilizado en control biológico en los campos 
agrícolas mexicanos para el control de plagas de lepidópteros. Este 
experimento consto de someter a larvas neonatas de T. ni a la DL50 de 200 UI, 
y posteriormente analizar al 7mo día y evaluar las sobrevivientes por RT-PCR 
en Tiempo Real mediado por sondas Taqman. En este experimento se expuso 
a Bt y se observo que se disminuían los niveles de expresión de PAMs, en el 
caso de la cecropina no se encontró detección. En atacina dismuyo hasta 8 
veces, defensina disminuyo 4 veces, gallerimicina 2 veces, gloverina 4 veces, 
lebocina un ligero incrmento de 0.5, lisozima disminución de 8 veces en 
relación al control, pero el resultado mas sobresaliente de este experimento fue 
que se observo un incremento y sobrexpresión del receptor PGRP hasta 2 
veces. Todos los niveles cuantitativos de expresión se compararon por el 
método Livak, para demostrar las diferencias de expresión de cada gen en 




Figura 27.- Análisis transcripcional de genes que codifican para 
inmunidad innata por RT-PCR en Tiempo Real (Taqman), en 
tratamiento con Bt. Analizados al 7mo. Día posteriormente a la 














6.8 Producción y efecto de dsRNA sobre Trichoplusia ni 
Para la producción de dsRNA el cual se utilizó para bloquear los genes 
relacionados a la inmunidad, fue mediante el vector de producción de dsRNA 
L4440 y transformado en la cepa de E. coli HT115 (Fig. 28A). Las clonas que 
se realizaron para producir los dsRNA fueron las que contenían el gen de 
atacina, cecropina, gloverina, lisozima y PGRP. Posteriormente se produjo el 
dsRNA y se realizo una purificación de ARN para confirmar la produción de 













Figura 28.- Producción y Purificación de dsRNA por TriReagent 
(Ambion). A) producido en el vector L4440 regulado por la cepa HT115 de E. 
coli inducida con IPTG 0.4 mM. B) dsRNA. M; Marcador 100 pb (Promega), 
1; Control negativo HT115 + L4440, 2; HT115+ L4440+ Atacina, 3; HT115+ 
L4440 + Cecropina, 4; HT115+L4440+ Gloverina, 5; HT115+L4440+Lisozima, 




6.9 Inhibición por dsRNA 















Posteriormente a la confirmación de la producción de dsRNA, se procedió a 
bloquer el PGRP, debido a que fue nuestro gen candidato debido a que fue 
sobreexpresado por RT-PCR en tiempo real cuando se expuso a Bt. Dicha 
bacteria HT115 con la clona L4440-PGRP se administró en la dieta artificial 
para inducir el efecto transitorio de bloqueo del ARN que codifica para PGRP, 














Figura 29. Efecto de inhibición por dsRNA del gen PGRP por la ingestión 
de Bacteria HT115 en la expresión del gen PGRP. El efectó se observó en 
el 1er. estadio y se analizado por RT-PCR convencional a las 72 hrs. en 
larvas totales. A) control negativo de reacción, B) control positivo clona 
pGEMT-PGRP, C) Larvas control sin tratamiento, D) Control negativo Bacteria 
produciendo dsRNA-Lizosima aplicado a 1er. estadio, E) Bacteria produciendo 
dsRNA-PGRP aplicado a 1er. estadio. F) Marcador 100 pb. 
 
 
6.10 Bloqueo de PGRP por dsRNA y su efecto en susceptibilidad a Bt.  
 
Debido a la disminución en la expresión del transcrito PGRP. Se administró 
en dieta artificial y  expuso en  larvas neonatas por 24 h. Posteriormente se 
administró el formulado de Bt  a la concentración de DL25 la cual corresponde a 
100 UI. Dicho experimento se evaluó a los 7 días post-infección con Bt y se 
encontró un incremento de hasta 4 veces en los niveles de susceptibilidad en el 
tratamiento con dsRNA-PGRP + Bt, lo cual confirma la participación de la 
inmunidad innata en la regulación de toxicidad a Bt (Fig. 30). 
 
 A       B 
PRS5 




Figura 30.- Porcentaje de sobrevivencia mediante el efecto de 
dsRNA-PGRP y su efecto con la exposición a Bt (Dipel). Ctl; control, Bt100; 
100 UI del formulado Dipel, Bt300; 300 UI de Dipel, BacPG(-); Bacteria 
transformada con clona L4440+PGRP sin inducir, BacPG(+);Bacteria 
transformada con clona L4440+PGRP inducida con IPTG. BacPG (-)+Bt100; 
Bacteria transformada con clona L4440+PGRP sin inducir mas la exposición a 
100 UI de Dipel. BacPG (-)+Bt100; Bacteria transformada con clona 
L4440+PGRP inducida con IPTG mas la exposición a 100 UI de Dipel. * 





































Las pérdidas en cultivos de interés económico ocasionadas por factores 
ambientales se ven incrementadas por la existencia de enfermedades 
vegetales y el incremento de las poblaciones de insectos plaga. El uso 
constante de insecticidas de origen químico y biológico ha ocasionado el 
fenómeno de aparición de poblaciones de insectos plaga resistentes; este 
fenómeno se ha presentado paralelamente en la aplicación de los planes de 
manejo integrado de plagas debido a la disminución de susceptibilidad de las 
poblaciones de insectos a la infección por organismos entomopatógenos 
utilizados como Control Biológico (bacterias, hongos, nemátodos, protozoarios 
y virus), de los cuales Bacillus thuringiensis (Bt)se ha utilizado en el país como 
principal bioinsecticida.  
 
En la actualidad no existen investigaciones enfocadas a determinar el papel 
absoluto de los mecanismos de inmunidad innata de los insectos durante la 
infección por Bt y mucho menos el papel que juega la inmunidad innata en los 
insectos resistentes o susceptibles a la misma bacteria. Nuestro organismo de 
estudio T. ni, conocido como el gusano falso medidor, es un insecto plaga que 
reduce el rendimiento de hortalizas. 
 
Esta propuesta de investigación se enfoca particularmente en el análisis 
de la inmunidad innata en el lepidóptero plaga T. ni como modelo y su efecto 
en la susceptibilidad cuando se interrumpe el proceso inmunológico. Posibles 
cambios en la expresión genética durante los procesos infectivos por Bt y la 
modulación del sistema de defensa en insectos plaga, podrían modificar la 
susceptibilidad a la infección. Tal modulación es especialmente importante en 
poblaciones que han desarrollado tolerancia, posiblemente existan 
mecanismos de defensa que pudieran estar involucrados en la entrada del 
patógeno y a su vez disminuyendo la eficacia del producto bioinsecticida 
utilizado para el control biológico del mismo. Por lo tanto, esta propuesta se 
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enfoca a determinar si los niveles de expresión de genes involucrados en la 
inmunidad innata se alteran durante la exposición a Bt. Posteriormente realizar 
un bloqueo transcripcional por RNAi dirigido a estos genes y determinar el 
efecto en la represión de los mecanismos inmunes presentes en el proceso de 
defensa contra la infección por entomopatógenos y el papel en la 
susceptibilidad del insecto plaga a la infección.  
 
En estudios recientes se a estudiado el papel de los  inmunosupresores 
como la dexametasona, esculetina, ciclosporina A y tropolona para modular la 
vía de la melanización, estos estudios apoyan el papel de la Fenoloxidasa (FO) 
durante la susceptibilidad o la participación en el proceso de evasión del 
insecto contra entomopatógenos. En una investigación reciente (Broderick y 
cols., 2010) se encontró que al usar eicosanoides (dexametasona y esculetina) 
como inmunosupresores, se incrementaba la susceptibibilidad a Bt (Dipel) en 
Limantria dispar, debido a la supresión de la FO, lo cual se relacionó a la 
melanización como participante durante la susceptibilidad a Bt. En otro estudio 
se observó el efecto de la aplicación del inmunosupresor ciclosporina A, en 
Galleria mellonella en el cual se observó reducción de la expresión del péptido 
antimicrobiano cecropina y los niveles de actividad de lisozima (Fiolka, 2008).  
Tomando en cuenta estos datos, este inmunosupresor se utilizó para retar a T. 
ni y determinar la susceptibilidad a Bt; en este experimento se encontraron 
diferencias significativas respecto al uso de la ciclosporina A y la tropolona, 
incrementando niveles de susceptibilidad al formulado de Bt Dipel hasta 3 
veces en relación al control. Estos resultados apoyaron la observación que la 
inhibición de la actividad FO mediante el uso de estas drogas, y que la FO 
juega un papel importante en la regulación de la susceptibilidad a Bt mediada 
por la inmunidad innata. 
 
La expresión de genes relacionados a la inmunidad innata en 
lepidópteros se han relacionado con la exposición a Bt. Anteriormente se han 
reportado algunas investigaciones entre las cuales resaltan el estudio de 
exposición de larvas de T. ni a las bacterias E.coli y M. luteus, en el que se 
encontró sobrexpresión de genes involucrados en la inmunidad innata los 
cuales en su mayoría codificaban para PAMs. (Freitak y cols, 2007). En otro 
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grupo de investigaciones se relacionó la inmunidad en T. ni contra la infección 
por B. thuringiensis var. kurtsaki, en el cual compararon colonias susceptibles y 
resistentes de T. ni expuestas a Bt. Encontrando que en la colonia susceptible 
había una disminución significativa en los niveles de hemocitos circulantes, 
además de observar que también se disminuía los niveles de FO los cuales 
están involucrados en la melanización y mecanismos de defensa en cuerpos 
extraños (Ericsson y cols., 2009). 
 
La resistencia en los insectos se define por cambios genéticos, en una 
población de una especie, en respuesta a la selección con tóxicos, que puede 
disminuir el control en campo. Debido a la descripción anterior nuestro trabajo 
radica en analizar los perfiles de expresión de genes de defensa y a su vez 
relacionarlos con la adaptación a Bt. En 2006 en México, se analizó una colonia 
de T. ni de campo aislada de un cultivo localizado en el bajío mexicano donde 
se aplicaban formulados a base de Bt. En estos experimentos se encontró 
diferencia significativa en relación a una colonia de laboratorio susceptible a Bt, 
encontrando disminución de la susceptibilidad a Bt hasta 10 veces (Tamez y 
cols., 2006). 
 
En esta investigación, inicialmente se sometió T. ni a formulado Xentari a 
base de Bt, se observó que la exposición a una DL50 incrementa la expresión 
de los genes lisozima y el receptor de peptidoglucanos, tanto en la colonia de 
laboratorio como en la de campo, en esta última colonia, se encontró un 
incremento de la expresión del PGRP en relación a la de laboratorio (Tamez y 
cols., 2008). Esta observación fue la base para proponer un posible papel de la 
inmunidad en las diferencias de susceptibilidad a Bt en cepas de campo que se 
fueran adaptando a la exposición a bioinsecticidas a base de Bt. Debido a la 
observación de este fenómeno, se evaluó el efecto del formulado Dipel, este 
formulado fué el de mayor frecuencia de aplicación en campo para control de 
lepidópteros plaga en los cultivos.  
 
El experimento subsecuente consistió en la exposición a Bt y analisis de 
genes de PAMs por RT-PCR en Tiempo real y comparación del nivel de 
expresión durante la sobrevivencia a la exposición a Bt. El propósito de este 
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diseño experimental fue el de seleccionar el gen sobrexpresado para su uso 
como gen blanco para RNAi. 
 
En este trabajo se analizó el perfil de expresión de genes involucrados en la 
inmunidad innata cuando se expuso a Bt y los genes que codificaban para 
PAMs disminuyeron, se encontró que la exposición a Bt induce la disminución 
de la cantidad de hemocitos totales. Este resultado en el que se encontró la 
disminución de expresión de PAM y hemocitos, se corrobora con el estudio 
realizado por Ericsson y cols. (2009). En este análisis se observó el efecto de 
Bt sobre la inmunidad, asociando la disminución de estos valores con un 
proceso de adaptación de los insectos plaga con un fenómeno de costo 
beneficio en el caso de la tolerancia a Bt. 
 
En el análisis de los perfiles de expresión de genes relacionados a la 
inmunidad, se destacó la expresión del gen PGRP con una sobrexpresado de 
hasta 5 veces mayor en relación al control. el gene PGRP fue seleccionado 
como gen blanco para inhibir por RNAi mediante la estrategia de ingestión 
bacterias de bacteria HT115 + vector L4440. La inhibición de este gen fue 
confirmada por RT-PCR a las 72 hrs posterior a la ingesta. 
 
Actualmente se emplean estrategias de inhibición de genes por RNAi en 
el caso de insectos plaga, en el cual se han encontrado resultados 
satisfactorios en cuanto el empleo de estas técnicas de bloqueo génico. En los 
estudios que se ha observado mayor frecuencia de silenciamiento es inyectado 
directo en el hemocele, en el cual son introducidos los hemocitos y se 
distribuyen a traves de todo el cuerpo del insecto. Recientemente se han 
realizado estudios para inhibir la expresión de genes en respuesta a 
entomopatógenos y en particular a Bt como una forma de analizar la 
participación de estos genes y sus proteínas en la infección por este patógeno 
(Rodríguez y cols., 2010). Recientemente se reportó la inhibición del gen SFT6 
de Spodoptera frugiperda por ingestión dsRNA en la dieta, observándose una 
redución de la toxicidad de la proteína Cry1Ca1.  
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El ensayo de inhibición determinó la plataforma experimental para la 
realización del bioensayo de T. ni bajo un reto con Bt. Cuando se retaron larvas 
de T. ni neonatas al dsRNA dirigido a PGRP, se encontraron un significativo 
incremento en los índices de mortalidad en presencia de Bt de hasta 4 veces 
en relación a los controles (no tratado y solo en en presencia de Bt). Es 
importante mencionar que dicho gen PGRP que se utilizó como gen blanco, no 
se había reportado que respondiera sobreexpresandose bajo la inducción de 
Bt. Por lo tanto PGRP puede representar mecanismo adicional involucrado en 
la regulación de la tolerancia y adaptación al Bt. Es probable que la vía de 
activación de la variante de PGRP de T. ni la cual se desconoce cual isoforma 
estaría involucrada; la variante PGRP-SA probablemente se asocia al grupo de 
la vía Toll, ya que en esta vía se activan mecanismos distintos a la activación 
de transcripción de péptidos antimicrobianos como sucede en la vía Imd, en la 
cual la señalización esta regulada por PGRP–LC y se inducen mecanismos 
transcripcionales de péptidos antimicrobianos. Debido a que se encontraron 
niveles disminuídos de transcritos PAMs asociados a la sobre expresión de 
PGRP,  es la razón por la cual se consideró que la variante de PGRP esta 
asociada a los tipos de reconocimiento y activación de señales mediadas 
extracelularmente por PGRP-SA. 
 
Es importante resaltar que este representa de los primeros trabajos en 
que se relaciona a los mecanismos de defensa en el lepidóptero T. ni y su 
interacción e incremento de susceptibilidad al patógeno Bt principal agente de 
control biológico que son utilizados y contra los cuales se han generado 
poblaciones tolerantes. Además de la utilización del sistema de silenciamiento 
por RNAi de genes de inmunidad innata en T. ni utilizado como modelo de 
estudio. Entre lo notable de esta estrategia resalta la aplicación de los dsRNA 
para la inhibición de la inmunidad y la utilización de este sistema o prototipo 
para diseños específicamente para T. ni. Finalmente el resultado de esta 
investigación tiene potencial para aplicarse directamente al campo agrícola 
mexicano analizando la inmunidad como parámetro fisiológico y oBtener 
perfiles de defensa para potenciar la rotación de entomopatógenos y por otro 
lado incrementar la efectividad de los bioinsecticidas contra el lepidóptero plaga 
T. ni y posteriormente reducir los costos en la oBtención de los mismos, 
 82 
reducción del uso de insecticidas de origen químico, reflejando un incremento 









           Los resultados del presente estudio permitieron establecer que: 
 
1. El lepidóptero Trichoplusia ni se puede emplear como modelo de estudio 
de la inmunidad innata para evaluar los efectos de la bacteria Bacillus 
thuringiensis (Bt) presente en dos bioinsecticidas comerciales (Dipel y 
Xentari). 
 
2. El empleo de compuestos químicos que se han identificado como 
inmunosupresores en vertebrados, disminuyen la actividad de la 
fenoloxidasa en T. ni. 
 
3. La presencia de los inmunosupresores Tropolona y Ciclosporina A  
incrementan la susceptibilidad de T. ni a Bt. 
 
4. La exposición de T. ni a la bacteria Microccocus luteus, incrementa en 
un 30% la tolerancia a Bt, apoyando la teoría de que existe una 
regulación por la inmunidad innata y la activación de fenoloxidasa con la 
toxicidad a Bt. 
 
5. Existe una disminución en la expresión de los genes que codifican para 
PAM y cantidad total de hemocitos en larvas de T. ni expuestas al Bt, 
pero inducen un aumento significativo hasta 2 veces en la expresión del 
gen que codifica para el receptor de peptidoglucanos (PGRP). 
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6.- La clonación de transcritos de péptidos antimicrobianos  (PAMs) y 
PGRP, se subclonaron en el vector L4440 y se oBtuvo la producción de 
dsRNA en la cepa de E. coli HT115 para cada gen.  
 
7.- La administración de dsRNA en larvas neonatas de T. ni por  
ingestión con la cepa L4440 + PGRP por medio de la técnica de capa 
superficial, disminuye la expresión del transcrito que codifica para el 
receptor de peptidoglucanos a las 72 hrs de aplicación. 
 
8.- La inhibición de PGRP por dsRNA incrementa la susceptibilidad a Bt.  
 
9.- Esta investigación representa una estrategia novedosa al utilizar la 
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     En este trabajo se estudiaron las características genéticas de atletas distinguidos con el propósito de su 
utilización como herramienta genética aplicada al deporte de alto rendimiento. El estudio genético 
consistió en el análisis de polimorfismos del gen ACE relacionado a resistencia y velocidad. Este estudio 
se realizo en atletas de las categorías infantil, juvenil y elite del estado de Nuevo León y selección 
nacional ambos competidores sobresalientes en pruebas multivariadas de velocidad. Se procedió a 
analizar su ADN por la técnica de PCR y posteriormente se analizó por electroforesis la presencia de los 
polimorfismos y su relación con su actividad y aptitud en las pruebas asociadas a velocidad y/o 
resistencia. A través del análisis se logró la detección de polimorfismos favorables en atletas destacados 
analizados para el gen ACE. Este estudio puede apoyar el diseño de entrenamientos en el atletismo 
mexicano de alto rendimiento con el fin de favorecer el máximo desempeño de acuerdo a sus cualidades 
genéticas.     Palabras clave: polimorfismo, gen ACE, alto rendimiento 
 
ABSTRACT 
     In this work we studied the genetic characteristics of elite athletes for the purpose of their use as 
genetic tool applied to high performance sport. The genetic study was the analysis of ACE gene 
polymorphisms related to endurance and speed. This study was performed in athletes of the categories 
child, youth and elite of the state of Nuevo Leon and national team competitors outstanding speed 
multivariate tests. We performed DNA analysis by PCR test and then analyzed by electrophoresis for the 
presence of polymorphisms and their relationship with their activity and fitness associated with speed 
tests and / or resistance. Through the analysis it was possible to detect polymorphisms in elite athletes 
tested positive for the ACE gene. This study may support the design of training in the Mexican high-
performance athletics in order to promote maximum performance according to their genetic qualities. 
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